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I N T R O O U C C I O N

INTROOUCCION
Cl  p a p e l  que desemp en a l a  p a r e d  c e l u i a r  en l a  e s -  
t r u c t u r a  y c o m p o r t a m i e n t o  de l o s  h o n g o s  es de g r a n  i m p o r t a o '  
c i a , y , c on  p o c a s  e x c e p c i o n e s , 1  a p a r e d  mas que c u a l q u i e r  o t r a  
p a r t e  de l a  c e l u i  a d e f i n e  a l  h on go  y l e  d i s t i n g u e  de o t r o s  
s e r e s  u i v i e n t e s . A  p e s a r  de su c o n s t i t u c i é n  l a  p a r e d  es muy 
v e r s a t i l , a d a p t a n d o s e  a u na  a m p l i a  v a r i e d a d  de f u n c i o n e s  c o ­
rne s o n :  c r e c i m i e n t o  u e g e t a t i u o , r e p r o d u c c i o n , d i s p e r s i o n , s u —  
p e r v i v e n c i a , p e n e t r a c i o n  d e l  h u é s p e d , e t c , e s t a n d o  e l  d e s a r r o -  
l l o  de un h on go  i n t i m a m e n t e  r e l a c i o n a d o  c on  l a  m o r f o l o g i a  -  
de su p a r e d  c e l u i a r .
, La c o m p o s i c i o n  q u i m i c a  de l a  p a r e d  de un h ongo es 
t a n  e s p e c i f i c a  que  ha s e r v i d o  como c r i t e r i o  en l a  t a x o n o m i a  
y m o r f o l o g i a  de e s t o s ,
L o s  p r i m e r a s  d a t e s  s o b r e  a n a l i s i  s q u i m i c o s  de d i ­
v e r s e s  e s p e c i  es de s e t a s  se de ben  a B r a c o n n e  t  ( 10 1 1 ) , e n c o n -  
t ' r a n d o  en t o d a s  l a s  e s p e c i e s  e s t u d i a d a s  un c o m p o n e n t e  muy
r e s i  s t e n t e  e l  c u a l  no se a t a c a b a  p o r  b a s e s  f u e r t c s . C s t a ------
s u b s  L a n c i a  a l a  que  c r e i a  e x c l u s i v e  de l o s  h o n g o s  l a  l l a m o  
" f u n g i n e " , O d i e r  ( 1fi2.T) d e s c u b r i o  en i n s e c t e  s o t r a  s u b s t a n - -
c i a  que t e n i a  l a s  m is ma s p r o p i e d a d e s  a l a  d e s c u b i e r t a  p o r  B r a  
c o n n o t , a l a  c u a l  l l a m o  q u i t i n a , n o m b r e  a c e p t a d o  d e s d e  e n t o n c e s  
p a r a  d i c h a  s u h s t a n c i a , c u a l q u i e r a  que  sea  su o r i g e n .
va n U i  s s e l i n g h  ( 1 8 9 8 )  d e m o s t r o  l a  e x i s t e n c i a  de q u i  
t i n a  en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de un g r a n  n umé ro  de h o n g o s  me-  
d i a n t e  un t e s t  c i t o q u i m i c o , b a s a d o  en l a  c o n v e r s i o n  de q u i t i n a  
a q u i t o s a n  p o r  t r a t a m i e n t o  c on  a l c a l i s  y p o s t e r i o r  r e a c c i o n  -  
c on  I 2  , p r o d u c i é n d o s e  una f u e r t e  c o l o r a c i o n  v i o l e t a  s o b r e  e l  
t e j i d o .
Cl  p r i m e r  i n v e s t i g a d o r  que u t i l i z a  l a  c o m p o s i c i o n  -  
q u i m i c a  de l a  p a r e d  c e l u i a r  ( q u i t i n a  y c e l u l o s a )  como c r i t e —  
r i o  en t a x o n o m i a  de h o n g o s  f u e  I J e t t s t e i n  ( 1921 ) . E s t e  c r i t e —
r i o  f u é  r e v i v i d o  p o r  N a b e l  ( 1 9 3 9 )  c l a s i f i c a n d o  n u e v a s  e s p e ------
c i e s  de C h y t r i d i a l e s ,
H a s t a  h a c e  p o c o  t i e m p o , l o s  a n â l i s i s  p a r a  d e t e r m i n a r  
o t r o s  c o m p u e s t o s  d i s t i n t o s  de q u i t i n a  y c e l u l o s a  p r e s e n t a b a n  
s e r i n s  i n c o n v e n i e n t e s  t é c n i c o s , T o m a n d o  como e j e m p l o  l o s  t r a b a  
j o s  de Thomas ( 1 9 2 8 , 1 9 3 0 , 1 9 4 2 , 1 9 4 4 )  vemos que  l o s  m i c e l i o s  de 
l o s  h o n g o s  e r a n  e x t r a f d o s  c o n  v a r i e s  r é a c t i v a s  y l o s  e x t r a c —  
t o s  e r a n  a n a l  i  z a d o s , po r  t a n t e  l a s  s u h s t a n c i a s  e x t r a i d a s  p o —  
d f a n  p e r t e n e c e r  t a n t o  a l  c i t o p l a s m a  como a l a  p a r e d  c e l u i a r .  
M uc ho s i n v e s t i g a d o r e s  han e m p l e a d o  p a r e d e s  p r e p a r a d a s  q u i m i c a  
m e n t e  , u s a n d o  p r o c e d i m i e n t o s  en l o s  que  t i e n e  l u q a r  l a  d i g e s ­
t i o n  a l c a l i n e  d e l  c i t o p l a s m a , c o m o  B 1 a n k ( 1 9 5 3 ) , A r o n s o n  y M a c h -
l i s  ( 1 9 5 9 )  y e s t o s  p r o c e d i m i e n t o s  p u e d e n  d e r  l u g a r  a l a  e x - * — 
t r a c c i o n  de c i e r t o s  c o n s t i t u y e n t e s  de l a  p a r e d  c e l u i a r  ( K r e —  
g e r , 1 9 5 4 ) .
Hace a l g u n o s  a n o s  se han  d e s a r r o l l a d o  m é t o d o s  m e c a -  
n i c o s  p a r a  p r e p a r a r  p a r e d e s  c e l u l a r e s  p u r a s  de m i c r r r o r g a n i s —  
m o s , e s t a s  t ê c n i c a s  han dado r e s u l t a d o  en l a  o b t e n c i o n  de p a r e  
d es  c e l u l a r e s  de b a c t e r i a s  ( S a l t o n , 1 9 6 1 )  y han s i  do a p l i c a d a s  
t a m b i é n  en l a  o b t e n c i o n  de p a r e d e s  c e l u l a r e s  de h o n g o s , c o n  —  
b u e n o s  r e s u l t a d o s  ( K r e g e r , 1 9 5 4 ; C r o o k  y D o h n s t o n , 1 9 6 2 )  . A  p a r ­
t i r  de e s t e  moment o y con  e l  u so  de n u e v o s  m é t o d o s  F i s i c o s  y 
c r o m a t o g r a f i c o s , s e  ha l l e g a d o  a d e t e r m i n a r  l a  c o m p l e j i d a d  y 
d i v e r s i d a d  de l a  e s t r u c t u r a  de l a s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s  de l o s  -  
h o n g o s , a s i  como su c o m p o s i c i o n  q u i m i c a .
La c o m p o s i c i o n  q u i m i c a  de l a  p a r e d  c e l u l a r  p u e d e  va
r i  a r  c o m p l e t a m e n t e  de u na  c l a s e  t a x o n o m i c a  a l a  s i g u i e n t e ------
( B a r t n i c k i - G a r c i a , 1 9 6 8 ) , La p a r e d  c e l u i a r  de un h on go  t i e n e  ge 
n e r a l m e n t e  de un 80 a un 90 p o r  c i e n t o  de p o l i s â c a r i c l o s ,  s i e n -  
do e l  r e s t o  de p r o t e i n a s  y l i p i d o s  ; a l g u n a s  v e c e s  t a m b i é n  se 
e n c u o n t r a n  en l a  p a r e d  p i g m e n t e s  ( m e l a n i n a s ) , f o e F a t o s , i o n e s  -  
i n ô r g a n i c o s , e t c ,
F i s i c a m e n t e  l a  p a r e d  c e l u l a r  e s t a  f o r m a d a  p o r  m i c r o  
f i b r i l l a s  e n t r e t e j i d a s , e m b e b i d a s  o c e m e n t a d a s  p o r  una s u b s t a n  
c i a  m a t r i z  amorF a , L a s  m i c r o F i b r i l l a s  o c o m p o n e n t e s  d e l  e s q u e -  
l e t o  de l a  p a r e d  de l a  m a y o r i a  de l o s  h o n g o s  s u e l e n  s e r  de —
q u i t i n a  o c e l u l o s a  , m i e n t r a s  que en l a s  l e v a d u r a s  e s t a s  m i c r o  
f i b r i l l a s  son  g e n e r a l m e n t e  g l u c a n o s  no c e l u l o s i c o s , E l  c e m e n t o  
de u n i o n  e s t a  f o r m a d o  p o r  d i f e r e n t e s  p o l i s a c a r i d o s  como g l u c a  
n o s , m a n a n o s , g a l a c t a n o s , h e t e r o p o l i s a c a r i d o s  y p r o t e i n a s ,
Soqun A r o n s o n  ( 1 9 6 5 )  l a s  p r o t e i n a s  e n c o n t r a d a s  en -  
p r e p a r a c i o n e s  de p a r e d e s  c e l u l a r e s  de h o n g o s  F i l  ament o s o s , n o  
p u e d e n  s e r  t o t a l m e n t e  c o m p o n e n t e s  e s t r u c t u r a l e s , P a r t e  de l a s  
p r o t e i n a s  de l a  p a r e d  son  e n z i m a s  y o t r a  p a r t e  p u e d e  s e r  d e h i  
da a c o n t a m i n a c i o n  c i t o p l a s m a t i c a , A l g u n a s  p r o t e i n a s  e s t a n  F i r «  
mement e u n i d a s  a l a  p a r e d  a u n q u e  p u e d e n  s e r  s e p a r a d a i  de e s t a  
c on  e x t r a c c i o n e s  d r a s t i c a s  ( B a r t n i c k i - G a r c i a  y N i c k e r s o n , 1 9 6 2;  
B a r t n i c k i - G a r c i a , 1 9 G 6 ; R u i z - H e r r e r a , 1 9 6 7)  . E s t a s  p r o t e i n a s  s on  
p r o b a b l e m e n t e  u na  p a r t e  i n t e g r ' a l  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  p a r e d  
c e l u i a r , T a m b i é n  se h an  e n c o n t r a d o  g l i c o p r o t e i n a s  en l a s  p a r e ­
d es  c e l u i  a r e s  de h o n g o s  F i l a m e n t o s o s  ( B a r t n i c k i - G a r c i a  y Re—  
y e s , 1 9 6 4 ; M a n o c h a  y C o l v i n , 1 9 6 7 ) ,
E l  p a p e l  de l o s  l i p i d o s  en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 
l o s  h o n g o s  no ha s i  do e s c l a r e c i d o  c o m p l e t a m e n t e , H u r s t  ( 1 9 5 2 )  
s u g i e r e  ( lue l o s  l i p i d o s  c o n t r i b u y e n  a l a  r i g i d e z  de l a  p a r e d  
c e l u l a r  d e l  S a c c h a r o m y c e s  c e r e v i s i a e  , O t r a  p o s i b l e  F u n c i o n  se 
r i a  l a  de c o n F e r i r  p r o p i e d a d e s  h i d r o F o b i c a s  a c i e r t a s  e s t r u c -  
t u r a s  c e l u l a r e s ,  t a l e i s  como e s p o r a n g i  é f n r o s  y e s p o r a s , R u i z - H e ­
r r e r a  ( 1 9 6 7 )  y N o v a e s - L e d i e n  y  c o l a b o r a d o r e s  ( 1 9 6 7 )  i n d i c a n  -  
que  a l g u n o s  l i p i d o s  e s t a n  F i r m e m e n t e  u n i d o s  a l a  p a r e d  c e l u —  
_ l a r  y p u e d e n  t e n e r  un p a p e l  e s t r u c t u r a l  ( N i c k e r s o n , 1 9 6 3 ) .
L n s  p n l i s a c a r i d n s  de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  rie l o s  —  
h o n g o s  e s t a n  c o n s t i t u i d o s  de d i v e r s e s  a z û c a r e s ;  a l  monos 11 mo-  
n o s a c a r i d o s  se han e n c o n t r a d o  que e n t r a n  a f o r m e r  p a r t e  de l a  
p a r e d  , p e r o  s o l a m e n t e  t r è s , g l u c o s e , N - a c e t i l g l u c o s a m i n e  y ma no -  
sa se  e n c u e n t r a n  en l a  m a y o r i a  de l o s  h o n g o s . S u  c o m p o s i c i o n  r e  
l a t i v a  v a r i a  e n o r m e m e n t e , d e s d e  t r a z a s  en u n o s  o r g a n i s m e s  h a s t a  
s e r  l o s  c o m p o n e n t e s  p r i n c i p a l e s  en o t r o s , L o s  r e s t a n t e s  m o n o s a -  
c a r i d o s  se e n c u e n t r a n  c on  menos f r e c u e n c i a , p e r o  g e n e r a l m e n t e  -  
en m a y o r  o m e n o r  p r o p o r c i o n  en un g r u p o  d e t e r m i n a d o  de h o n g o s .  
A s f  l a  g a i a c t o s a  y g a l a c t o s a m i n a  en A s c o m y c e t e s , L - f u c o s a  en Mu 
c o r a l  es y x i l o s a  en B a s i d i o m y c e t o s , O c a s i o n a l m e n t e  p e q u e o a s  can 
t i d a d e s  de r a m n o s a , r i b o s a  y a r a b i n o s a  se han e n c o n t r a d o  p r e s e n  
t e s  en a l g u n o s  h o n g o s  ( N o v a e s - L e d i e n  y c o l a b , ,  1 9 6 7 ;  B r o u n  y c o -  
l a b , , 1 9 6 5 ; y  S o h n s t o n , 1 9 6 5 )  « T a m b i é n  se han e n c o n t r a d o  p r e s e n —  
t e s  a c i d o s  u r o n i c o s  F or ma nd o  p a r t e  de l a  p a r e d  c e l u l a r  ( C a n c e -  
do y  c o l a b , 1 9 6 6 ; B r o u n  y L i n d b e r g ,  1 9 6 7 ; Mah a de v an  y T a t u m ,  1 9 6 5;  
P o t F i e t e r  y A l e x a n d e r ,  1 9 6 6 ; S k u c a s ,  1 9 6 6 )  s i  endo  e l  a c i  do g l u c o -  
r û n i c o  e l  mas F r e c u e n t e ,
La e s t r u c t u r a  F i b r o s a  de l a  p a r e d  c e l u l a r  do l o s  h o -  
gos  Fué o b s e r v a d a  p o r  p r i m e r a  v e z  p o r  F r e y - U y s s l i n g  y M u h l o t h a  
1 e r  ( 1 9 5 D )  en P h y c o m y c e t o s  y Fué c o n F i  r mada p o r  R o e l o F s e n ( 1951) 
y M i d d l e d  r o o k  y P r e s t o n  ( 1 9 5 2 ) ,
Todo l e  q ue  se  c o n o c e  a c t u a l m e n t e  s o b r e  l a  e s t r u c t u ­
r a  de l a  p a r e d  c e l u l a r  de l o s  h o n g o s  s e ha p u e s t o  de m a n i  F i  e s ­
t e  p o r  m i c r o s c o p i a  e l e c t r o n i c a  s o b r e  p a r e d e s  s o m b r e a d a s  ( Au / Pd)
0 c o r t e s  muy F i n o s  de p a r e d e s , a n t e s  y r i e s pu é s  de h a b e r l a s  so 
m e t i d o  a F u e r t e s  t r a t a m i e n t o s  q u î m i c o s  o t r a t a m i e n t o s  e n z i m a  
t i c o s ,
Los  t r a t a m i e n t o s  e n z i m a t i c o s  han l l e g a d o  a e s c l a r e  
c e r  que  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de l a  m a y o r i a  de l o s  h o p g o s  es 
t a n  F o r m a d a s  p o r  d i v e r s a s  c a p a s  b i e n  d e F i n i d a s  q u i m i c a m e n t e  
( P o t F i e t e r  y A l e x a n d e r , 1 9 6 5 ; M a h a d e v a n  y  T a t u m , 1 9 6 7 ; M an oc ha  y 
C o l u i n , 1 9 6 7 ; y  H u n s l e y  y B u r n e t t , 1 9 7 0 ) . S i e n d o  e s t e  n u m é r o  de 
c a p a s . v a r i a b l e  de u n o s  h o n g o s  a o t r o s .
La l i s i s  de l a s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s  de l o s  h o n g o s  F i  
l a m e n t o s o s  p o r  m i c r o o r g a n i s m o s  o e n z i m a s  o b t e n i d a s  de m i c r o ­
o r g a n i s m o s  ha s i d o  e s t u d i a d a  en g r a n  n u mé r o  de e l l o s  ( S k u j i n s  
y c o l a b , , 1 9 6 5 ; y  Oqnes y c o l a b , , 1 9 6 B )  , La l i s i s  de un h o n g o  -  
t a m b i é n  o c u r r e  d u r a n t e  l a  a u t o l i s i s , c o n  s us  p r o p i a s  e n z i m a s  
l i t i c a s , l a s  c u a l e s  p u e d e n  e s t a r  l o c a l i z a d a s  en l a  p a r e d  c e l u ' "
1 a r  ( M i t c h e l l  y SajDar ,  1 9 6 6 ;  P o l a c h e c k  y R o s e n b e r g e r , 1 9 7 5 )  o -  
en e l  m e d i o  de c u l t i v o , d o n d e  se han a c u m u l  ado d u r a n t e  l a  F a -  
se a u t o l f t i c a  d e l  c r e c i m i e n t o  ( Ko  y L o c k u o o d , 1 9 7 0 ; R e y es  y —  
B y r d e , 1 9 7 3 ; y  Re ye s y L a h o z , 1 9 7 7 ) ,
La l i s i s  de l a  p a r e d  c e l u i a r  de un h o n g o  ha h e c h o  
p o s i b l e  l a  o b t e n c i o n  de p r o t o p l a s t o s  ( V i l l a n u e v a  y G a r c i a —  
A c h a , 1 9 7 1 )  , l o s  c u a l e s  p e r m a n e c e n  i n t a c t e s  en c o n d i c i o n e s  -  
o s m o t i c a s  a p r o p i a d a s .
E l  t ê f - m i n o  p r o t o p l a s t o  ha s i d a  u s a  do desdra 1953 p o r  
U e i b u l l  y o t r o s  i n v e s t i  g a d o r e s , p a r a  d e n o m i n a r  l a  e s t r u c t u r a  -  
q ue  q u e d o  c u a n d o  c e l u l a s  b a c t e r i a n a s  s on  p r i v a d a s  de su p a r o d  
c e l u l a r . 5 e  11 aman e s f e r o p l a s t o s  s i  a l g û n  r e s i d u e  de l a  p a r e d  
q u e d a  s o b r e  l a  c e l u i  a ( B r e n n e r  y c o l a b . , 1 9 5 0 ) ,
La  p a l a b r a  p r o t o p l a s t o  t a m b i é n  ha s i d o  u s a d a  p a r a  -  
i n d i c a r  f o r m a s  é q u i v a l e n t e s  en h o n g o s  (Me Q u i l l e n , I 9 6 0 )  . L o s  
p r o t o p l a s t o s  de h o n g o s  g e n e r a l m e n t e  e m e r g e n  a t r a v é s  de un po 
r o  o p a r t e  de l a  p a r e d  a t a c a d a  p o r  e n z i m a s  l i t i c a s , p u d i e n d o  -  
o b s e r v e r s e  p a r e d e s  c e l u l a r e s  v a c i a s  d e s p û ê s  de h a b e r  s a l i  do -  
e l  p r o t o p l a s t o , y a que l a  l i s i s  de l a  p a r e d  c e l u i a r  es un Feno 
meno muy l e n t o .
E l  c r i t e r i o  a c e p t a d o  p a r a  d é f i n i r  l o s  p r o t o p l a s t o s ,
es l a  p e r d i d a  de r i g i d e z , a d o p t ando l a  For ma  e s f é r i c a  y l a  F r a
g i l i d a d  o s m o t i c a  ( V i l l a n u e v a , 1 9 6 6 ) .
L o s  m é t o d o s  u s a d o s  p a r a  e l  a i  s i  ami  e n t o  de p r o t o p l o s
t o s  se p u e d e n  d i v i d i r  en t r è s  g r u p o s  p r i n c i p a l e s . E l  p r i m e r o  -
c o m p r e n d e  l o s  m é t o d o s  m e c é n i  co s ; e l  s e g u n d o  se b a s a  en e l  u se  
do e n z i m a s  p a r a  d i  s o l v e r  l a  p a r e d  c e l u l a r  y e l  t e r c e r o  h a c e  -  
uso  de l a  i h h i b i c i n n  de l a  s i n t e s i s  de l a  p a r e d , s i n  que a F c o ­
t e  a l o s  c o m p o n e n t e s  c i t o p l a s m a t i c o s . M a y  t a n t a  l i t e r a t u r a  s o ­
b r e  l a  p r o d u c c i o n  de p r o t o p l a s t o s  y t a n  i n t e r e s a n t e  f |ue es —  
p r o F e r i b l e  i n d i c a r  s o l o  l a s  r e v i s i o n e s  de con  j u n t e  de \ / i l l a —  
. n u e v a  ( 1 9 6 6 ) ;  V i l l a n u e v a  y G a r c i a  Acha ( 1 9 7 1 )  y P e b e r d y ( 1972,  
1 9 7 0 ) .
L o s  p r o t o p l a s t o s  c o n t i e n e n  t o d o s  l o s  o r g a n u l o s  p r o  
p i o s  de l a  c é l u l a , c o m p o r t ando se como t a l . L a  i m p o r t a n c i a  de -  
l o s  p r o t o p l a s t o s  r a d i c a  en l a s  muc ha s a p l i c a c i o n e s  o u s e s  —  
q ue de e l l o s  se p u e d e  h a c e r , c o m o  s o n :  p r e p a r a c i é n  de m e m b r a -  
n a s  c e l u l a r e s , o b t e n c i o n  de n û c l e o s , v a c u o l e s , t o n o p l a s t o s , m i t o  
c o n d r i a s  y demas o r g a n u l o s  c e l u l a r e s , f a c i l  p r e p a r a c i o n  de ex 
t r a c t o s  c e l u l a r e s , e s t u d i o s  de s i s t e m a s  o s m é t i c o s  y de p e r m e a  
b i l i d a d , c r e c i m i e n t o , r e s i s t e n c i a  a f a c t o r e s  F i s i c o s , i n v e s t i g a  
c i o n  de p r o t e i n a s  s i n t e s i s  y l o c a l i z a c i o n  de e n z i m a s , m o d o  de 
a c c i o n  de a n t i b i o t i c o s  y a g e n t e s  a c t i v o s  de s u p e r f i c i e , r e g e -  
n e r a c i o n  de l a  p a r e d  c e l u l a r  y su b i o s i n t e s i s , c o n j u g a c i o n  de 
p r o t o p l a s t o s  y f o r m a c i o n  de e s p o r a s .
La r é v i s i o n  que  p r e c e d e  p o n e  de m a n i f i e s t o  que 
e x i s t e  u na  r e l a c i o n  e n t r e  l a  c o m p o s i c i o n  q u i m i c a  de l a  p a ­
r e d ,  su e s t r u c t u r a , l i s i s  de l a  misma y p r o d u c c i o n  de p r o t o —  
p l a s t o s .
L o s  t r a b a j o s  s o b r e  a u t o l i s i s  l l e v a d o s  a c a bo  en —  
n u e s t r o  1 a b o r a t o r i o , p o r  R e y e s  y c o l a b . ( 1 9 7 3 , 1 9 7 6 ,  1 9 77,  1 9 7 Q ) ; 
L a h o z  y c o l a b . ( 1 9 7 6 , 1 9 7 0 )  y Cornez y c o l a b . ( 1 9 7 7 )  p o n e n  de ma 
n i f i e s t o  que: l o s  g r a d e s  de a u t o l i s i s ( p ê r d i d a  de p e s o  s e c o  —  
d e l  m i c e l i o  e x p r e s a d o  en %) a l c a n z a d o s  p o r  d i v e r s e s  h o n g o s  -  
f i l a m e n t o s o s , o s c i l a n  e n t r e  un 50 y un 9 0 % , l o  q u e  i n d i c e  que 
no s o l a m e n t e  ha h a b i d o  l i s i s  d e l  c i t o p l a s m a  s i n o  t a m b i é n  de
l a  p a r e d  c e l u l a r , L a s  e n z i m a s  l i t i c a s  n e c e s a r i a s  p a r a  l l e v a r  a 
c ab o e s t a  d e g r a d a c i o n  c e l u l a r  son  e x c r e t a d a s  a l  m e d i o , o  s i n t e  
t i z a d a s  y e x c r e t a d a s  a l  m e d i o , d u r a n t e  l a  f a s e  a u t o l i t i c a  d e l  
c r e c i m i e n t o .
P o r  t o d o  e s t o , l a  p r é s e n t é  i n v c s t i g a c i o n  e n c a m i n a d a  
a e s t u d i a r  l a  d e g r a d a c i o n  de l a s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s  de h o n g o s  
f i l a m e n t o s o s  con  s u s  p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s  y p r o d u c c i o n  de 
de p r o t o p l a s t o s  se ha p l a n i f i c a d o  de l a  s i g u i e n t e  m a n e r a :
1 0 , -  E l e c c i o n  de h o n g o s  f i l a m e n t o s o s  con d i f e r e n t e  
c o m p o s i c i o n  q u i m i c a  y e s t r u c t u r a l  de s us  p a r e  
des  c e l u i  a r e s .
2 9 . -  G r a d e s  de a u t o l i s i s  a l  c a n z a d o s , c o n s i  d o r a n do -  
e l  f i n a l  de l a  a u t o l i s i s  c u a n do  no  h a y  u a r i a -  
c i o n  en e l  p e s o  s e c o  d e l  m i c e l i o .
3 9 . -  O b t e n c i o n  d e l  c o m p l e j o  en z i m a t i  co p r o  d u c i d o  -  
p o r  c a d a  h on go  y u a l o r a c i o n  île l a s  a c t i  v i d a —  
des l i t i c a s  e x i s t e n t e s .
4 0 . -  O b t e n c i o n  de p a r e d e s  c e l u i  a r e s  de c a d a  h o n g o .  
V a l o r a c i o n  d e l  c o n t e n i d o  de p r o t e i n a s  y a c t i -  
v i d a d e s  e n z i m a t i c a s  r e s i  d u a l  es en l a s  p a r e d e s .
5 9 , -  E f e c t o  de l a s  e n z i m a s  l i t i c a s  de c a d a  h ongo -
10,
s o b r e  p a r e d e s  d e l  m i s m o , o b t e n i d a s  de c u l t i v o s  
de d i f e r e n t e s  e d a d e s , D e t e r m i n a c i o n  y c u a n t i f i  
c a c i é n  de l o s  a z û c a r e s  p r o d u c i d o s ,
5 9 , -  [ s t u d i o  de l a  u l t r a e s t r u c t u r a  p o r  m i c r o s c o p i a  
e l e c t r o n i c a  ( s o m b r e a d o  A u / P d  y c e r t e s  f i n o s )  -  
de p a r e d e s  j o v e n e s ( p r o c e d e n t e s  de c u l t i v e s  no 
a u t o l i  z a d o s )  a n t e s  y d e s p u ê s  de h a b e r  s i d o  t r a  
t a d a s  p o r  l a s  e n z i m a s  l î t i c a s ,
7 9 O b t e n c i o n  de p r o t o p l a s t o s  de c a d a  h o n go  con  —  
s u s  p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s , D e t e r m i n a c i o n  de -  
l a s  c o n d i c i o n e s  ô p t i m a s  y c u a n t i f i c a c i o n  d  r e n  
d i m i e n t o  en p r o t o p l a s t o s .
L os  m i c r o o r g a n i s m o s  e l e g i d o s  como m o d è l e s  f i s i o l o g i  
c o s  p a r a  l a  r e a l i z a c i o n  d e l  p r é s e n t e  t r a b a j o , h a n  s i d o  d i s t i n ­
t a s  e s p e c i e s  de h o n g o s  f i l a m e n t o s o s  p e r t e n e c i e n t e s  a l a s  p r i n  
c i p a l e s  c l a s e s  que  a c t u a l m e n t e  se c o n o c e n .
De l a  c l a s i f i c a c i o n  p r o p u e s t a  p o r  A i n s w o r t h  ( 1 9 7 3 ) ,  
p r e s e n t a m o s  a c o n t i n u a c i o n  a q u e l l o s  g r u p o s  de h o n g o s  f i l a m e n -  
t o  so s en l o s  que se e n c u e n t r a n  s i t u a d a s  l a s  e s p e c i e s  c b j e t o  -  
de n u e s t r o  t r a b a j o :
1 1 ,
CL/' .r.r nRDCN AMI L I A
Z i g n m y c c t n n  Z y g n m y c e t e s  M u c n r n l e r ;  M u c n r o c c a o
A s c n m y c R t o :
PI  o c t o m y c c t o G  L u r o t i o l n : ;  F u r r i t i n c e - u ;
P y r n n o m y c o t e s  S p h a c r i n l o r
D a s i  d i o m y  c o t e s  I l ymenomy c o t e s  A p l i y l l  e p h o r a l  es
P n 1 y [T o r  a c o a o
a c h i  z o p h y  I I  S' 
c e a e
L as  D s . p n c i e s  que c o n s i  d o r â m e s  como mas r e p r é s e n t a  b i u a s  p; 
r o  l a  c o n s e c u c i o n  d e l  mismo F u e m n  l a s  s i g u i n n t e s :
»
-  Mu c o r  muco ' lo
-  A s p e r g i l l u s  n i g c r
-  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s
-  P é n i c i l l i u m  o x a l i e u i n
-  P o u r  a r r i é r a  c r  a s ; ; o
12.
- P o l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r  
- 5 c h i z n p h y l l u m  commune
L a s c a r a c t e r i s t i c a s  p r i n c i p a l e s  que p r e s e n t a n  e s t a s  
e s p e c i e s , e x t r a i d a s  de l a  b i b l i o g r a f i a  e x i s t e n t e , ( ] . W e b s t e r , —
19 7 n ; G o l a , N e g r i , 1 9 6 5 )  son l a s  s i g u i e n t e s :
M u c o r  m u c e d o . -
[ s p e c i e  p e r t e n e c i e n t e  a l a  f a m i l i a  -  
M u c o r a c e a e  que se c a r a c t e r i z a  p o r  e s t a r  a m p l i a m e n t e  d i s t r i b u i  
do en e l  s u e l o , s i e n d o  s a p r o F i t o  o p a r é s i t o  de F r u t a s  y  a n i m a ­
l e s  i n c l u i d o  e l  h o m b r e  a l  que p u e d e  p r o d u c i r  e n f e r m e d a d e s  (mu 
c o r m i c o s i s ) .
[ n  c o n d i c i o n e s  a e r o b i a s  su c r e c i m i e n t o  es f i l a m e n t o  
so p r e s e n t a n d o  un m i c e l i o  muy r a m i f i c a d o  c u y a s  h i f a s  en l a  f a  
se  j u v e n i l  c a r e c e n  de s e p t o s , p o s e y e n d o  en su i n t e r i o r  a b u n d a n  
t e s  n u c l e o s  de p e q u e n o  t a m a n o . C u a n d o  e s t a s  h i f a s  a l c a n z a n  un 
c i e r t o  g r a d o  de d e s a r r o l l o , de e l l  as e m er g e n  p e q u e h a s  r a m i t a s  
que  son l o s  e s p o r a n g i o f o r o s  en c u y o s  e x t r e m o s  se F or ma n l o s  -  
e s p o r a n g i o s  de f o r m a  e s f é r i c a  g l o b o s a  y de c o l o r  p a r d o  c l a r o .
A s e x u a l  m e n t e  se m u l t i p l i c a n  p o r  f o r m a c i o n  de e s p o —  
r a s  no m o v i l e s  p u d i e n d o  s e r  e n d o s p o r a s  o e x o s p o r a s  ( c o n i d i o s ) .  
P e r  r e p r o d u c c i o n  s e x u a l  dan l u g a r  a l a  f o r m a c i o n  de z i g o s p o - -  
r a s , p r o t e g i d a s  de u n a  c a p a  g r u e s a  v e r r u t j O s a .
Sus p a r e d e s  c e l u l a r e s  p r e s e n t a n  como c o m p o n e n t e s  —
p r i n c i p a l n : ,  rp i i  t  i  n a y r | u i t n s a n  j u n t o  c o n  o t r n r .  p o  1 i s a c a r  j. rln s ; 
a m i n o ; -  z u c a r n s  y a z u c a r o a  t a i n s  cnmo (jj. u c n y a  y  g a ]  a c t o a a ,  y —  
i i t r n s  c n m p n n o n t o r ,  cornu p r n t o i n a s  y i f p i d o s ,
t n  c o n d i c i o n e n  n n a o r o b i a s ,  n s p o c i a l r n e n t f '  on  p r u s o n -  
c i a  rio nC U,  pundr? c r o c o r  en  F o r m a  1 o v a d u r i f u r m o  r n v i r t i n n d u  -  
nu r gx /a mon t o  a 1 a F o r m a  f i l a m o n t n n a  c u a n d t j  o r e c e  en  p r e s e n c i a  -  
do  u x i g o n n .
A s p e r g i l l u s  n i q e r , A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , P r r n i c i ---------
I l i u m  o x a l i c u m . -
E s t a s  t r e s  e s p e c i e s  do h n n g o r ;  p e r t . £  
n o c o n  a l a  F a m i l i a  Fu r u t i a c o a e , q u e  i n c l u y e  g e n o r o s  do g r a n  -  
i m p o r t a n c i a  e c o n o m i c a  p e r  s u  u t i l i z a c i o n  on  p r u c o s r i s  F e r m e n t e ^  
t i V O S  y come p r o d u c t o r e s  do  a n t i b i o t i c o s ,
M o r F n l n g i c a m o n t o  s o  c a r a o t o r i z a n  p o r  F i i r m a r  mi  c o l  i n  
muy a h u n r i p n t e  c u y a s  h i f a s  sr rn t a b i c a d a s  c o n  c e l u i  a' - u n i n i i d  oa 
d a s  p r e s e n t a n d o  c r e c i m i e n t o  a p i c a l ,  de m u l t i p l i c a n  s e x u a l  mr rn-  
t o  danr i n l u g a r  a e s p o r a s  r ;ue s c  F o r m a n  on  e l  i n t o r i  o r  ' In u n a  
e s t r u c t u r a  do F o r m a  s e c u l a r  q u o  r o c i b e  e l  n o m b r e  i l o a s c a . —
1 as  a s c o r ; p n r a r ;  s c  o n c u r r n t r a n  e n  un  n u m é r o  q u o  v a r i a  rio 4 a II 
( n u n  OS r>l mas F r c c u e n t e ) .  L a s  a s c a s  stx d i  s p r ' n o n  on  c u o r p r i s  
o p e c i  a l  o s ,  l o s  c o n i  d i r i F o r o s  g u c  a i l ' j p t a n  r l i s t i n t a  F o r m a  s c —  
g u n  e l  q r ' n c m  iJo g u e  r;e t r a t e  ( F o r m a  do c o p a  rm A s p o r g i  1 l u s , 
| i i n c o l  on  f ' e n i  c i  11 i u i i i ) . A s t D X u a l m e n t e  s c  r e p r o r l u c o n  m o d i a n t e  
1 -'I F o r m . - ' c i n n  do  r l i  s t i n t o s  t i p n s  do  e s t r u c t u r a . - .  cr imo c o n i  r l i  r,s
y  f’ i c n i r l j  o - . ,  L s t n s  b o n g o s  on  c r r n d i c i o n r r . s  o s p o c i a l r v ,  d.ag l u —
g n r  a F a rm as  rio r o s i  s t o n e  i n  quo son  I n s  o s c l o r o n i n s .
3ms pa. ro dos c o l u l n r o s  os t o n  f o r m n d n r .  p o r  un o s q u o -  
l.ol.ft m:i o r o  F j h r i l  n r  do n a t u r a l  oza  q u i t i n a s i c a ,  F o r  ma do a d e m ' a  
p o r  a r n i n o a z u o o r o G  y a z u c a r o s  t a l e s  como g l u c n s a m i n a , m a n u s a  y 
g l u c n n a  j u n t o  c on  p r o t e i n a s ,
N c u r o s p o r a  c r a s s a . -
A s c o m i c o t n  p o r t o n o c i e n t o  a l a  — 
F a m i l i a  d n r d i . n c o a o ,  do g r a n  i m p o r t a n c i a  p o r  su a p l i c o c i o n  a 
o s t u i l i o s  do t i p o  g o n o t i c o  y b i o q u f m i c o  d o b i d o  a l a s  p c c u l i a -  
rc.s c a r a c t o r i s t i c a s  quo  p r é s e n t a ,  cnmo s o n ;  r e q u o r i r n i o , n t o -  
n u t r i c i o n a l o s  s o n c i l l o s ,  c r e c i m i e n t o  y r e p r o d u c c i o n  s e x u a l  -  
r a p i d f ' s .  F e c i ]  I d a  d do mu t a  c i  on y a n a l i s i s  s e n c i l l o  de s u s  as 
c a s ,
du m i c e l i o  es h e t o r o t a l i c o ,  muy a b u n d a n t e  y dm c o ­
l o r  a n a r a n  j a d n ,  c on  h i  Fas t a b i c a d a s  que p o s e c n  c e l u i  as unin_u 
c i c a d a s .  L a s  a s c o s p o r a s  so e n c u e n t r a n  en n umé r o  de R d o n t r o  
do l a s  asca. s,  s i e n d o  v i a b l o s  d u r a n t e  mucho t i e m p o ,
p n l y s t j c t u s  v e r s i c o l o r  y S c h i z o p h y l l u m  commune, -
F 's t os  B a s i d i n m i c o t o s  p c r t o n o c c n  r e s p o c t i x / a m e n t e  a 
l a s  F ami  11 as B o l y p o r  a c o a o  y S c l i i  z o p h y l l  a c e a e ,
P r o s o n t a n  como c a r a c t e r f s t i c a  p r i n c i p a l  n i  ( ]ue s u s  
o sp or a . s  so  Forman en b a s i d i o s  ( b a s i d i o s p o r a s ) , e s t r u c t u r a s  -  
é q u i v a l e n t e s  a l  a s c a  do l o s  A c t i n o m i c e t o s ,  ( J i F e r e n c i a n d o s o  -  
de l a  de e s t e s  on riui ;  una  v o z  F o r m ad a s  l a s  e s p o r  as ( o x o s p o r a s ) en
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e l  b a s i r l i o j s e  d i s p o n e n  en e l  e x t e r i n r  rJe e s t e ,  en c n n t r a p o s i — ; 
c i o n  c on  l a s  e n d o s p o r a s  d e l  a s c a . L a s  b a s i s i o s p o r a s  se e n c u c n -  
t r a n  en n umé ro  de c u a t r o  y s o n  e l  r e s u l t a d o  de un p r o c e s o  do 
r e p r o d u c c i o n  s e x u a l , L a  p r e s e n c i a  o no de t a b i q u é s t r a n s v e r s a —  
l e s  en l o s  b a s i d i o s , e s t a  c o n s i d e r a d a  como un c a r a c t e r  de i m —  
p o r t a n c i a  t a x o n o m i c a , p r e s e n t â n d o s e  e l  b a s i d i o  s i n  d i v i d i r  en 
e s t a s  dos  e s p e c i e s .
E l  m i c e l i o  que  se f o r m a  d e s p u é s  de l a  g e r m i n a c i o n  -  
es m u l t i n u c l e a d o , t r a n s f o r m â n d o s e  en s e g m e n t e s  u n i n u c l e a d o s  —  
p o r  l a  p o s t e r i o r  a p a r i c i o n  de s e p t o s  que t i e n e n  f o r m a  d i s c o n ­
t i n u a , E s  de r e s a l t a r  que  e s t e  m i c e l i o  d i c a r i o t i c o  p r é s e n t a  en 
c a d a  s e p t o  una  p r o t u b e r a n c i a  l a t e r a l  en f o r m a  de a b r a z a d e r a  o 
g r a p a , s i r v i e n d o  como d i s p o s i t i v e  p a r a  e l  i n t e r c a m b i o  n u c l e a r .  
P r é s e n t a  c u e r p o s  f r u c t i f e r o s  muy r e s i s t e n t e s  a l a  d e s e c a c i o n .
\c
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L o s  m i c r o o r g a n i s m o s  u t i l i z a d o s  p a r a  r e a l i z a r  e l  p r é ­
s e n t e  t r a b a j o  han  s i d o :
M u c o r  mucedo -  C . B , S .  1 0 9 , 1 6 , a d g u i r i d o  d e l  C e n t r a a l b u  
r e a u  v o o r  S c h i m m e l  C u l t u r e s , D a a r n  ( Ho 
l a n d a )  ,
A s p e r g i l l u s  n i q e r  -  ( v a n  T i e g h e m )  C , 0 , 5 ,  1 2 0 , 4 9 , de -  
i g u a l  p r o c e d e n c i a  q u e  e l  a n t e r i o r ,
A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s  -  C , E , C , T ,  2 5 4 4 ,  a d g u i r i d o  de l a
C o l e c c i ( 5 n  E s p a n o l a  dn Cul  t. i  v o s  
T i p o  -  F a c u l t a d  de C i e n c i a s , —  
U n i v e r s i d a d  de S a l a m a n c a ,
P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  -  I , 3 , F , M ,  1 3 3 1 ,  de l a  c o l e c c i o n
d e l  I n s t i t u t e  " D a i m e  F e r r a n "  -  
dd M i c r o b i o l o g i a  d e l  C , 5 , I , C ,
N e u r o s p o r a  c r a s s a  -  C , F , C , T ,  2 2 5 4 ,  p r o c é d a n t e  de l a  -  
C o l e c c i o n  E s p a n o l a  de C u l t i v o s  T i  
po -  F a c u l t a d  do C i o n c i a s , U n i v e r -  
s i d a d  rie B i l b a o ,
P o l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r  -  C . B , S, 2 5 5 , 1 0 ,
S c h i z o p h y l l u t n  cormune -  C , F , C , T ,  2 6 5 0 ,
18.
Tor los  e s t o s  m i c r o o r g a n i s m o s ,  se m a n t o n i a n  en e l  l a b o  
r a t o r i o  m e d i e n t e  r e s i e m b r a s  en t u b e s  de a g a r  m a l t a  i n c l i n a d o s ,  
B X c e p t o  M u c o r  mucedo que se m a n t e n i a  en m e d i o  p a t a t a  d e x t r o s e ,
PRFPARACniM DF LOS INOCULOS
Una v e z  que  l o s  c u l t i v o s  i n c l i n a d o s  h a b i a n  c r e c i d o  
c o n v e n i e n t e m e n t e  ( d e  8 a 10 d i a s )  , se p r e p a r a b a  u na  s u s p e n ­
s i o n  de e s p o r a s  o de m i c e l i o  en c o n d i c i o n e s  e s t é r i l e s  a n a d i e n  
do una  c i e r t a  c a n t i d a d  de a gu a d e s t i l a d a  ( 1 0 m l , )  , F r o t a n d o  1 i  
g e r a m e n t e  l a  s u p e r f i c i e  d e l  c u l t i v e  con  e l  a s a  de s i e m b r a .
PRFPARACION DEL MFDIO DF CULTIVO
E l  m e d i o  e m p l e a d o  p a r a  e l  c u l t i v e  de l a s  e s p e c i e s  
c i t a d a s , t i e n e  l a  c o m p o s i c i o n  s i g u i e n t e :
G l u c o s a  - - - - - - - - - - -  10 g / l
T a r t r a t o  a m o n i c o  - - - - - - - 2  g / l
P O4  H2  K ----------------------------------------------1 g / l
5 O4  Mg,  7 U2 O ------------------------------------- 0 , 5  g / l
Cl  K -------------------------------------------------------0 , 5  g / l
F x t r a c t o  de l e v a d u r a  - - - - -  1 g / l  
F l e m e n t o s  t r a z a  - - - - - - -  1 m l / l
A s i m i s m o  , 1 a  s o l u c i o n  de e l e m e n t o s  t r a z a  e s t a  com-
p u e s t a  :
H/ , 0 7 ^ 3 2 . 1 0  H2 O - - - - - -  1 0 0  m g / l
1 .^
s n ^ z n .  7 H g ü  70 m g / l
SO/,1 e .  7 HhO - - - - - - -  50 m g / l
5 O4 CU, 5 IlgO - - - - - - -  10 m g / l
SO^Mn. 4'  H2 U    10 m g / l
1 3 0 7 0 2 4 ( 0 0 4 ) 5 ,  4 H2 O — — — —10 m g / l
P a r a  p r o p a r a r  e s t e  m e d i o , s e d i s u e l v e  l a  g l u c o s a  on 
a g ua  d e s t i l a d a  y a c o n t i n u a c i o n  se d i s u e l v e n  t o d a s  l a s  demas 
s a l e s , c o n  e x c e p c i o n  d e l  PÜ4 H2 K , gue se a na de  d i s u e l t o  y on u l  
t i m o  l u g a r  p a r a  e v i t o r  p r e c i p i t a c i o n e s , A  l a  m c z c l a  se l e  ana 
don l a  d i s o l u c i o n  de e l e m e n t o s  t r a z a , F i n a l m e n t e  se c o m p l o t a  
Il a s t  a un l i t r o  c on  agu a d e s t i l a d a , E l  pH d e l  m e d i o  e r a  do 5 , 5 ,
E S T E R I L I 7 A 0 I 0 N  DEL MEDIO
E l  m o t o d o  e m p l e a d o  f u c  e l  de l a  T y n d a l i z a c i o n  , e l  -  
c u a l  c o n s i s t e  en s n m e t e r  a l  m e d i o  de c u l t i v o  c o n t e n i d o  en l o s  
m a t r a c e s  a una  c o r r i e n t e  de v a p o r  d u r a n t e  m e d i a  h o r a , t r e r .  — 
d { a s  c o n s e c u t i v e  s ,
METO00 DE CULTIVO
L os m a t r a c e s  F u e r o n  i n c u b a d o s  en c u l t i v o  e s t a c i o n a -  
r i o  a 2 5 o r  en l a  o b s c u r i d a d , e n  una  e s t u F a  m o d e l o  " S e l e c t a "  ,
2 0 ,
DETERMI  MAC ION OE AZUCARES RE0UCT0RE5 LIBRES EN EL L I QUI DO 
DE CULTIVO
M o t o d o  de S om og y i  ( 1 9 4 5 )  en c o m b i n a c i o n  c on  e l  Me- 
t o d o  de N e l s o n  ( 1 9 4 4 ) .
F u n d a m e n t o
E s t e  m é t o d o  se b a s a  en l a  o x i d a c i o n  de l o s  a z u c a ­
r e s  y s u b s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  m e d i a n t e  c o m p i i e s t o s  o r g â n i c o s  -  
c û p r i c o s  en s o l u c i o n  a l c a l i n a .
L as  s u b s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  son o x i d a d a s  p o r  e l  ------
5 0 4 C U , e l  c u a l  se  r e d u c e  a o x i d o  de c o b r e , r o j o , que  r e a c c i o n a  
con  e l  r e a c t i v e  N e l s o n  F or ma nd o  un c o m p l e j o  de c o l o r  a z u l . L a  
i n t e n s i d â d  de c o l o r  d e p e n d s  de l a  c a n t i d a d  de c o b r e  r e d u c i d o ,  
o l o  q ue  es l o  m i s m o , de l a  c a n t i d a d  de s u b s t a n c i a s  r e d u c t o —  
r a s  e x i s t e n t e s .
E s t e  c o l o r  se  m i d e  e s p e c t r o f o t o m é t r i c a m e n t e  a 5(40nm. 
y d i c h a  l e c t u r a  se c o m p a r a  c on  l a  de un p a t r o n  de c o n c e n t r a —  
c i ô n  c o n o c i d a  de g l u c o s a ,  »
E s t e  m e t o d o  r e u n e  l a s  s i g u i e n t e s  v e n t a j a s ;
19 Es s u f i c i e n t e m e n t e  a l c a l i n e  p a r a  l a  d e l s a r m i n a - —  
c i o n  de l a  m a l t o s a  y o t r o s  a z û c a r e s  de p e q u e n a  -  
a c t i v i d a d ,
29 L o s  r e a c t i v o s  s on  e s t a b l e s ,
3 9  Puede u s a r s e  e n t r e  l i m i t e s  muy a m p l i o s , d e s d e  10 
m i c r o g r a m o s  h a s t a  300 m i c r o g r a m o s  de g l u c o s a  u -  
o t r a s  s u b s t a n c i a s  de e q u i v a l e n t s  p o d e r  r e d u c t o r .
R e a c t i v o s « -
R e a c t i u o  a l c a l i n n  de S o m o g y i :
19 y -  24 g r a m o s  de c a r b o n a t o  s o d i c o  a n h i d r n  mas 12 
g r a m o s  de t a r t r a t o  s o d i c o  p o t a s i c o  ( s a l  de -  
R o c h e l l e ) , se  d i s u e l v e n  en 250 m l ,  do a gu a —  
d e s t i l a d a  ,
2 9 , -  4 g r a m o s  de s u l f a t o  c u p r i c o  h i d r a t a d o  ( 5  H^O) 
se d i s u e l v e n  en 40 m l ,  de a gua d e s t i l a d a , A  -  
c o n t i n u a c i o n ,  se a g r e g a  a g i t a n d o , 1 a p r i m e r a  
_s o l u c i o n ,
3 9 , -  S o b r e  e s t a  m e z c l a ,  se a i i a de n  l e n t a m e n t e  16 g ,  
de b i c a r b o n a t e  s o d i c o ,
4 9 ,- 180 g r a m o s  de s u l f a t a  s o d i c o  a n h i d r o  se d i —  
s u e l v e n  en 500 m l ,  de agu a d e s t i l a d a  c a l i o n -  
t e  y se  h i e r v e  p a r a  e x p u l s a r  e l  a i r e , U n a  v e z  
que  se e n f r i a  se l e  a n a de  l a  m e z c l a  a n t e r i o r  
y se c o m p l é t a  e l  v o l u m e n  h a s t a  1 0 0 0  m l ,  c nn  
agu a d e s t i l a d a , E l  p r e p a r a d o  se d e j a  en l a  —  
ob s c u r i  dad  a 309 C, y a l  c a bo  de- una s émana r e  
f i l t r a  y s e  g u a r d a  en f r a s c o  t o p a c i o ,
R e a c t i v e  de N e l s o n :
1 9 , -  A 25 g r a m o s  de m o l i b d a t o  a m o n i c o  d i s u e l t o s  
en 450 m l ,  de a gu a d e s t i l a d a , s e  a na de n  c u i -  
d a r i o s a m e n t e  2 1  m l ,  de a c i d e  s u l f û r i c o  c o n —  
c e n t r a d o , a g i t a n d o  a l  mismo t i e m p o ,
2 9 , -  Se d i s u e l v e n  t r è s  g r a m o s  de a r s e n i a t o  s o d i ­
co on 25 m l „  de a gu a d e s t i l a d a , A  c o n t i n u a —
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c i o n  ; e m e z c l a n  ambas s o l u c i o n e s  y  e l  p r e p a r a d o  
r é s u l t a n t e  se g u a r d a  en l a  e s t u F a  a 379C d u r a n t e  
40 h ,  Una u e z  t r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o ,  e l  r e a c ­
t i v e  se g u n r d a  en f r a s c o  t o p a c i o ,
P r o c e d i m i o n t o . -
Una c a n t i d a d  c o n o c i d a  de l i q u i d e  p r o b l è m e ,  se  l i e  
va h a s t a  1 m l ,  c on  a gu a d e s t i l a d a ,  y se  a na de  1 m l ,  de r e a c  
t i v o  de S o m o g y i ,  Se a g i t a  y se c a l i e n t a  a l  b a n o  m a r i a ,  de—  
j a n d o l o  h c r v i r  d u r a n t e  15 m i n u t e s ,  A c o n t i n u a c i o n  se e n f r i a  
y SB a g r e g a  1 m l ,  de r é a c t i v é  N e l s o n ,  Se a g i t a  de n u e v o  y -  
se c o m p l o t a  e l  v o l u m e n  h a s t a  15 m l ,  c o n  agua d e s t i l a d a ,  E l  
c o l o r  que  a p a r e c e  en l o s  t u b o s  p e r m a n e c e  a s t a b l e  d u r a n t e  ho 
r a s .  La a b s o r c i o n  se m i d e  en un e s p e c t r o f o t o m e t r o  U n i c a m ,  -  
m o d e l o  S P 5 0 0 ,  a u n a  l o n g i t u d  de o n d a  de 540 nm. E s t e  m e t o  
do t a m b i é n  se u s o  r e d u c i e n d o  a un q u i n t o  c a d a  u no  de l o s  vo 
l u m e n e s  t o t a l e s ,
Como e l  d e s a r r o l l o  de c o l o r  d e p e nd e  de v a r i e s  f a c  
t o r e s ,  t a i e s  como e l  t i e m p o  e i n t e n s i d â d  de c a l e n t a m i e n t o , 
es c o n v e n i e n t e  a s e g u r a r s e  que  e s t o s  han  s i d o  c o r r e c t e s ,  Pa— . 
r a  e l l o  a l  mismo t i e m p o  que se r e a l i z a  e l  e n s a y o  c on  e l  p r o  
b l e m a ,  se h a c e  t a m b i é n  c on  un p a t r o n  de g l u c o s a  y se l l e v a n  
b l a n c o s  de r e a c t i v e  y de p r o b l e m a ,
S o l u c i o n  p a t r o n  de g l u c o s a , -
Se p r é p a r a  u na  s o l u c i o n  ImM de g l u c o s a  A n a l a r ,  Pa 
r a  e l l o  se d i s u e l v e n  1 8 , 0  mg,  de e s t e  c o m p u e s t o  y se  l l e v a n
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a i n o  m l ,  c o n  a gu a d e s t i l a d a  en m a t r a z  a f o r a d o .  So c o n s e r v a  
c o n g e l a d o  en n e v o r a ,  Cuando es n e c e s a r i o  e l  p a t r o n  do g l u c o  
so SB d i s u e l v e  en e l  t a m p o n  a p r o p i a d o .
C u r v e  p a t r o n  de g l u c o s a , -
A p a r t i r  de l a  s o l u c i o n  p a t r o n  do g l u c o s a  c u y a  p r o  
p a r a c i o n  so a c a b a  de d e s c r i b i r , se t o m a n  d i s t i n t o s  v o l u m e n e s  
y se c o m p l e t a n  con  a gu a  d e s t i l a d a  h a s t a  1 m l , ,  s i g u i e n d o  a -  
c o n t i n u a c i o n  e l  m e t o d o  i n d i c a d o .
La  c u r v a  p a t r o n  se r e p r é s e n t a  g r a f i c a m e n t e  l l e v a n -  
do en a b s c i s a s  l a s  d i  s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  do g l u c o s a  t o ma  
das y en o r d e n a d a s '  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i o n  o b t e n i d a s  a l  —  
l e e r  a l a  l o n g i t u d  de o n d a  de 540 nm, ( F i g ,  1)
VoTumen ( m l )  C o n c e n t r a c i o n  ( / j m o l e s )  L e c t u r e  ( U , A , )
0 , 0 0 , 0 0 , 0 1 3
0 , 1 0 , 1 0 , 0 0 2
0 , 2 0 , 2 0 , 160
0 , 3 0 , 3 0 , 9 3 0
0 , 4 0 , 4 0 , 3 1 3
0 , 5 0 , 5 0 , 3 9 5
0 , 6 0 , 6 0 , 4 6 2
0 , 7 0 , 7 0 , 5 4  2
0 , 0 0 , 8 0 , 5 7 9
0 , 9 0 , 9 0 . 6 9 1
















OETERMINACION DE PROTElNAS EN EL L I QUI DÜ DU CULTIVO
M e t o d o  do L o w r y  y c o l ,  ( 1 9 5 1 ) .
R e a c t i v o s  e m p l e a d o s . -
- R e a c t i v o  A ; C0 3 N3 2  a l  2%  en NaüH D , 1  N.
- R e a c t i v e  B : SO^ Cu. 5 H2 O a l  0 , 5 % .
- R e a c t i v e  B': T a r t r a t o  s o d i c o  p o t a s i  ce a l
- R e a c t i v o  C : S o l u c i o n  a l c a l i n a  de c o b r e , S e  m e z c l a n  50 ml ,
de r e a c t i v o  A con  0 , 5  m l ,  de r e a c t i v o  B y -
0 , 5  m l ,  de B ' ,
- R e a c t i v o  D : R e a c t i v o  de F o l i n - C i o c a l t e a u  ( 1 9 2 9 )  d i l u i d o  
( 1  ; 1 ) con  agu a d e s t i l a d a ,
P r o c e d i m i e n t o , -
Tomando d i s t i n t o s  v o l u m e n e s  d e l  l i q u i d e  p r o b l e -  
m a , s e  c o m p l e t a n  a 0 , 5  m l .  con  agu a d e s t i l a d a , A  c o n t i n u a —  
c i o n  se a n a d e n  2 , 5  m l ,  d e l  r e a c t i v o  C y se r i e j a n  l u s  t u —  
b o s  en e s t u E a  a 37B C d u r a n t e  20 m i n u t e s ,
Una v e z  t r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  se a n a de  a ca-“  
da t u b o  0 , 2 5  m l ,  d e l  r é a c t i v a  F o l i n - C i o c a l t e a u  d i l u i d o  —  
( 1  : 1 ) c on  agu a d e s t i l a d a , L o s  t u b o s  se p o n en  a i n c u b a r  -  
de n u e v o  en e s t u F a  a 3 7 B c ,  o t r o s  20 m i n u t e s , L a  d e n s i d a d  
o p t i c a  se l e e  en e l  e s p e c t r o f o t o m e t r o  a una  l o n g i t u d  de -  
o nd a de 660 nm.
En c a d a  d e t e r m i n a c i o n  de p r o t e i n a s  se c o l o c a  un 
t u b o  p a t r o n  con  u na  c a n t i d a d  d e t o r m i n a d a  de l a  s o l u c i o n  -  
p a t r o n  de p r n t e i n a s  j u n t o  c on  un t u b o  de b l a n c o  do r o a c t i
2 6 ,
Sol u c l  on p a t r o n  He p r u t e i n a s . -
Sr p r é p a r a  una  r î o l u c i o n  p a t r o n  de a l b u m i n a  b o v i
na c r i r . t c ' d i z a d a  ( A r m o u r ,  G l i i c a g o ,  U . S . A . ) ,  que  c o n t e n g a  -
1 m g / m l . P a r a  e l l o  so  p n s a n  100 mg,  de a l b u m i n a  b o v i n a  y 
se d i s u e l v e n  y l l e v a n  a 1 0 0  ml  con  a gu a d e s t i l a d a .
La s o l u c i o n  a s i  p r e p a r a d o  se c o n s e r v a  c o n g e l a d a
en n e v o r a ,
C u r v a  p o t r o n  de p r o t e i n o s , -
A p a r t i r  de l a  s o l u c i o n  p a t r o n  de a l b u m i n a  b o v i
na a n t e r i o r ,  se tornan d i s t i n t o s  v o l u m e n e s  y se p r o c é d é  co
mo 30 ha d e s c r i  t o  en e l  m é t o d o ,  ~
R e p r e s e n t a n d o  g r a f i c a m e n t e  en a b s c i s a s  l a s  d i s -  
t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  do a l b u m i n a  t o m a d a s  y en o r d e n a d a s  
l a s  u n i d a d e s  de a b s o r c i o n ,  o b t e n e m o s  l a  c u r v a  p a t r o n  do -  






















2 f l .
Vo l umen ( m l )  C n n c o n t r a c i o n  ( u g ) L n c t u r n  ( U . A . )
P, PO 0 0 , 0  54
n , P 5 50 0 , 3 3 0
M, IP IPO 0 , 5 2 5
0 , 1 5 150 0 , 7 0  3
P , 20 20 0 0 , 0 0 1
P, 25 250 1 , 0 5 5
n ,  30 300 1,  124
0 , 3 5 350 1 , 279
Ü, 4P 400 1 , 4 5 5
0 , 4 5 4 50 1 , 4 7 0
0 , 5 0 500 1 , 5 7 8
pnirpAiiACiiar-j n r  s g l u c i g n c s  lAMPON
Tampon rJc  C i t r a t o - F n s F a t o - B o r a t o
T e n r o l l  y S t e n h a g e n  ( 1 9 3 8 ) ,  \ / o l i d o  p a r a  un r a n g e  
do pi I  e n t r e  2 y 12 u n i d a d e s ,
Reac t i  \/g r; empl  e ados  ;
-  S o l u c i o n  A: Sc p es an  7 g , de a c i  du c i t r i c o  l i i  d r  a t  ado y ~ 
SR r l i s u n l u c n  en IPO ml  de agua d e s t i l a d a ,  Pnr  o t r o  l a r i o  
se d i s u e l v e n  2 ml  do a c i d o  f o s f r j r i c o  a l  05/b en IPO ml  de 
agua d e s t i l a d a  y so anaden  a l a  s o l u c i o n  a n t e r i o r ,  A es-* 
t a  m e z c l a  se l e  a g r o g a n  3 , 5 4  g ,  drj a c i  do o r t o b o r i c o  c r i s  
t a l i z a d o  y 343ml  de una s o l u c i o n  do fJaOil I N ,  d i l u y e n d o  -  
e l  t o t a l  h a s t a  1 l i t r o  con agua d n s t i l a r l a .
-  Sr i ]  u c i n n  R:  A c i d o  c i o r h i d r i c c  0 , 1  N.
P a r n  o b t o n o r  l a  s o l u c i o n  t a m p o n  a do  a d i s t i n t n r ;  p 0 ,  
SG m n z c l a n  ;
20 m l  r lo s o l u c i o n  A c o n  X m l  do  s o l u c i o n  0 ,  l i n —  
v a n  d o s e  a 100  ml  c o n  a g u a  d e s t i l a d a .  L a  c a n t  j  f l ad  X v i  o n e  da 
d a  en  1 a s  t a b l a s  ( T a b l a s ;  c i  o n t i  P i  c a r ; - l ‘) n c u m o n t a  G c i g y  O . P .  -  
P j c i g y ,  P.  A . ,  R a s i l c a ,  P u i z a ,  1 9 6 5 ) .
P a r a  o b t  e n c r  c l  t a m p o n  de  p l i  5 , 5  y m o 1 a r  i  d a d 50m i l , 
s e  m o z c l a n  20  m l  de  s o l u c i o n  A c o n  4 2 m l  de  s o l u c i o n  R y se  
l l n v a  a 1 00  m l  c o n  a g u a  d e s t i l a d a ,  c u m p r o b a n d o  e l  p l i  en  u n  -
m e d i d u r  o l e c t r i c o  d e  p II ( O e c k m a n ,  mo d e l  o "  Z é r o  m a t  i  c -  5 .  . 3 "  ) .
5 i  n i  p il n o  s a l e  n x a c t o ,  s e  c o r r i g e  c o n  u n a  p r -gu f i  i a n f l i c i o r i  
de  s o l u c i o n  A o B s e g u n l o s  c a s e s ,  |i a r  a o b t e n e r  o1 p l i  d o s o - -  
d o . P a r a  o b t e n e r  l a  s o l u c i o n  50  m il,  11 e \ / amo s l a  m o z c l  a a 2 i: 0 
m l  c o n  a g u a  d e s t i l a d a .
T a m p o n  d e Ro r a  t e  de  C l a r k  y t u b s . -  ( 1 P 1 7 )
V a l  i  do p a r a  un  r a n g e  r ie p l i  e n t r e  7 ,  R y 1 0 , 0  u n i O a -
d c s .
-  5i 1 1 u c i o n  A : A c i  d o b o r i c o  0 , 1  M en d o r u r e  p o t a -
d  co  0 , 1  ri ( 6 , 2  g .  do  RO,,!!^^ y 7 , 4 6  g .  r ie C l  K en
1 1 j  t  r  n f1 e a g u a  d c  s t i  1 a
-  S o l u c i o n  B : I l i d r o x i d o  se  d i  co  0 , 1  N.
P a r  a o b t e n e r  u n  p l i  f ie 9 , 0  r n e z c l a m o s  50  ml  de  s o l  u -
c i  o n  A, c n n  4 0 , 0  m l  r ie s o l u c i o n  R,  c o m p l  e t a n d n  a 1P 0 ml
30.
ç on  agu a d n s t i l a d a .
Tampon de A c e t a t o  de U a l p o l e . -  ( 1 9 1 4 )
V a l i d o  p a r a  un r a n g n  da pH e n t r e  3 , 6  y 5 , 6  u n i d a d e s .
-  S o l u c i o n  A ; A c i d n  a c é t i c o  0 , 2  M. ( 1 2g .  de —
a c i d o  a c é t i c o  en un l i t r o  de agu a d e s t i l a d a  o
1 1 , 4  ml  p n r  l i t r o  de a g u a ) ,
-  S o l u c i o n  B : A c e t a t o  s o d i c o  0 , 2  M. ( 1 6 , 4  g ,  de 
a c e t a t o  s o d i c o  a n h i d r o  en un l i t r o  de agu a des 
t i l a d a  o 2 7 , 2  g ,  de a c e t a t o  s o d i c o  con  3 m o l é -  
c u l a s  de a g u a ) .
P a r a  o b t e n e r  un pH de 5 , 5  se m e z c l a n  6 , 8  ml  de -  
l a  s o l u c i o n  A c on  4 2 , 7  ml  de l a  s o l u c i o n  B,  c o m p l e t a n d o  e l
v o l u m e n  b a s t  a 100 ml  con  a gu a d e s t i l a d a .  La c o n c e n t r a c i o n
q ue p o s e e  e s t e  t a m p o n  a s i  p r e p a r a d o  es de 0 , 1  M,
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VALDRACION DE ENZIMAS L I T I C A S  [ N EL LIQUIOO DE CULTIVO 
J j - N - A c e t i l q l u c ü s a m i n i d a s a y -  ( E , C . 3 , 2 , 1 . 3 0 )
( j l - 2 - a c e t a m i d n - 2 - d G ü x i - n - g l u c 6 s i d o .  a c e t a m i  do d o o x . i - h i d r o -  
l a n a ) ,  H i d r n l i z a  . los F R n o l - 2 - a c e t a m i d o - 2 - d e o x i - ^ - D - Q l u c o -  
s i  rlo 3  en E o n o l  mas 2 - a c e t  ami  d o - 2 - d o o x i - D - g l  u c o  s a ,
M e t o d o  .de W o l l e n  ( 1961 ) ,
R e a c t i v o  s e m p l e a d o s :
- T a m p o n  de C l a r k  y L u b s  de pH 9 , 8 ,
- T a m p o n  de c i t r a t e  -  T o s T a t o  -  b o r a t e  de pl i  5 , 5 ,
- S u s t r a t o ,
P r e p a r a c i r m  d e l  s u s t r a t o  de l a  ^ - N - A c e t i l g l u c o s a
m i n i d a s a , -
5e p r é p a r a  u na  s o l u c i o n  0 , 4 5m M,  p a r a  l o  c u a l  se -  
p e s a n  1 5 , 2  mg, de p - n i t r o f e n i l - 2 - a c e t a m i d o  - 2 - d o o x i -  ^ ^ - 0 -  -  
g l u c o p i r a n o s i d o  de f é r m u l a  e m p i r i c a  C -] i  o ^ 2 ( ^ 0  Y p o s o  m o l e  
c u l a r  3 4 2 , 3 0 .  se d i s u e l v e n  en 100 m l ,  de t a m p o n  de c i t r a t o -  
T o s F a t o - b o r a t o  de pl i  5 , 5  50mM, E s t e  s u s t r a t o  se c o n s e r v a  —  
c o n g e l a d a  y en f r a s c o  t o p a c i o .
La a c t i v i  dad rie l a  e n z i m a  se s i g u e  p o r  l a  h i d r o l i  
s i s  d e l  p - n i t r o  f  o n o l - 2 - a c e t  ami  d o -  2 - d e o  x i - ^ - D - g l u c o p i r  anri  s i -  
d n,
Una u n i  dad  de a c t i v i  dad e n z i m a t i c a  se d e f i n e  como 
l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un mol  de p -  
n i t r o f e n o l  p o r  m i n u t e ,
32,
P r o  c e d i m i  u n t o * -
[1,1 m l .  d e l  1 i q u i d o  do c u l t i v o  con  f ) ,9  m l .  d e l  s u s ­
t r a t o  SB i n c u b  an a 379 C un t i e m p o  d e t e r m i n a d o ,  l l e v a n d o  tarn—  
b i e n  b l a n c n s  de l i q u i d a  de c u l t i v o  y s u s t r a t o .  La r e a o c i o n  se 
p a r a  p o r  l a  a d i c i o n  de 2 m l .  de t a m po n  de b o r a t o  de C l a r k  y -  
L u b s  de pH 9 , 8 .  C l  n i t r o F e n o l  l i b e r a d o ,  d e s a r r o l l a  un c o l o r  -  
a m a r i l l o ,  1 e y en  do su en c l  e s p e c t r o f o t o m e t r o  a u na  l o n g i t u d  de 
o n d a  de 42D nm.
P a r a  p o d e r  c a l c u l e r  l a  a c t i v i d a d  de l a  e n z i m a  q ue  -  
c o r r e s p o n d e  a una d e t o r m i n a d a  l e c t u r a ,  es n e c e s a r i o  h a c e r  p r e  
v i a m e n t e  u n a  c u r v a  p a t r o n  de p - n i t r o f e n o l ,
C u r v a  p a t r o n  de p - n i t r o f e n o l . -
So p r o p a r a  u n a  s o l u c i o n  2mM ( 2 7 , 8  mg en 100 m l ,  de 
agu a d e s t i l a d a ) ,  a p a r t i r  de l a  c u a l  se  h a c e n  d i l u c i o n e s  pa-ra 
c u b r i r  un  a m p l i o  r a n g e  de c o n c e n t r a c i o n e s  y se r e p r e s e n t s  g r a  
f i c a m e n t e  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  
de p - n i t r o f e n o l  t o m a d a s  y en o r d e n a d a s  l a s  u n i d a d e s  de a b s o r ­
c i o n  o b t e n i d a s ,  ( F i g ,  3 ) ,
S o l u c i o n  A : Se t o m an  0 , 5  m l ,  de l a  s o l u c i o n  de p -
n i t r o f e n o l  2  mM, y se d i l u y o n  a 1 0  m l ,  con  agi ia  d e s t i l a d a ,
S o l u c i o n  0 : Un m l ,  de l a  s o l u c i o n  2mM se d i l u y e  —  
c on  a gu a d e s t i l a d a  h a s t a  1 0  m l ,
S o l u c i o n  C : 2 m l ,  de l a  s o l u c i o n  2mM se d i l u y e n  —

















V o l u m e n  ( m l )  C o n c e n t r a c i o n  ( y j m o l e s )  L e c t u r a  ( I J . A . )
n ri5 0 0 05
n i n 0 010
0 20 0 020
0 30 0 030
0 40 0 040
n 50 0 050
0 60 0 050
ü 70 0 070
0 80 0 080
0 90 0 090
1 00 0 10
n 5 0 10
n 6 0 12
n 7 0 14
n n 0 16
ü 9 0 18
D 5 0 20
0 6 0 24
ü 7 0 28
n 8 0 32
ü 9 0 36
























f J u i t i n a G a . -  ( C . C , 3 . 2 . 1 , 1 4 . )
( ) ^ ( 1  -  4 )  p o l i - N - a c e t i l g l u c o G a m i n i ü a s a ) , H i d r n l i z a  e n l a c e s  
^  - ( 1 , 4 ) - a c B t a m i d n  - 2 -  d e o x i  - D -  g l u c n s i d o  en l a  q u i t i n a  y -  
q u i t o d e x t r i n a .
La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  s e v a l o r s  p n r  l a  l i h e -  
r a c i o n  de N - A c e t i l g l u c o s a m i n a  p r o d u c i d a  a l  h i d r o l i z a r  l a  q u i  
t i n s  c o l o i d a l ,
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  q u i t i n a s i c a  es l a  c a n t i d a d  
de e n z i m a  q u o  l i b e r a  1 yumol de N - A c e t i l g l u c o s a m i n a  p o r  mi  
n u t o .
R é a c t i v a s  e m p l e a d o s . -
-  S o l u c i o n  de b o r a t o  s o d i c o  s a t u r a d a ,
-  R e a c t i v o  de E h r l i c h  : 2 g .  de p - d i m e t i l  a mi n o  —  
b e n z a l d e h i d o  d i s u e l t o s  en 10U m l ,  de a c i  do a c é t i  
co g l a c i a l  y 5 m l ,  de C l H c n n c e n t r a d o ,
-  A c i d n  a c é t i c o  g l a c i a l ,
- S u s t r a t o  ; q u i t i n a  c o l o i d a l ,
n b t e n c i o n  de q u i t i n a  de g a m b a s , -
n é t o d o  da S e u n i a ux  ( 1 9 6 6 ) ,  '
1-  Los c a p a r a z o n e s  de gambas se t i e n e n  un p a r  de ho r a s  l a v a n  
d os e  con un d é t e r g e n t e  p a r a  e l i m i n a r  l a s  p a r t i c u l e s  r e s i ­
d u a l  e s ,
2 -  Se l a v a n  v a r i a s  v e c e s  p n r  c e n t r i f u g a c i n n  c on  a gu a d e s t i l a  
da h a s t a  e l i m i n a r  c o m p l e t a m e n t e  e l  d e t e r g e n t e  ,
3 -  Se t r a t a  con  Cl  H 1 N , , a g r e g a n d o  p o c o  a p o c o  y cnn  a g i t a -
36.
c i n n  h a s t a  11ue d o j o  do d c s p r s n d e r  COp, l o  c u a l  n o s  i n d i c a  -  
u n a  e l i m i n a c i o n  t o t a l  d e l  c a r b o n a t o . que  c o n t i e n e ,
4 -  L a v a r  con  agua n u e u a m e n t e .
5 -  So m a n t i e n e  a lOOBC a l  b a n o  m a r i a  , con  NaOH 0 , 5  No d u r a n ­
t e  m e d i a  h o r a .  C l  h i d r o x i d o  s o d i c o  o x t r a e  c a s i  t o  do e l  p i g  
m o n t e  y l a  q u i t i n a  q ue da  de c o l o r  s o n r o s a d o ,
6 -  L a v a r  p o r  c e n t r i F u g a c i o n  h a s t a  e l i m i n a r  l a  s o s a ,
7 -  T r a t a r  con  MnO^K 0 , 5  % a 6 0 8 [  d u r a n t e  20 m i n u t e s .  La m a t e ­
r i a  o r g a n ! c a  se p o n e  m a r r o n ,
n -  L a v a r  h a s t a  l a  d e s a p a r i c i o n ,  d e l  MnO^K, ~
9 -  T r a t a r  co n G20j^Na^ a m e d i a  s a t u r a c i o n  (como a g e n t e  de b l a n  
q u c o ) ,
1 0 -  5e l a v a  h a s t a  l a  d e s a p a r i  c i o n  d e l  p i r o s u l f i t o ,
1 1 -  L a v a r  con  agu a h i r v i e n d o  p a r a  s e p a r a r  l a  a r e n i l l a  q ue  p ù -  
d i e r a  c o n t e n e r ,  r e p i t i e n d o  e s t a  o p e r a c i o n  h a s t a  l a  t o t a l  
e l i m i n a c i o n  de e s t a ,
1 2 -  T r a t a r  m e d i a  h o r a  con  a l c o h o l  p a r a  e x t r a e r  l o s  l i p i d o s ,
1 3 -  L a v a r  co n agu a d e s t i l a d a ,
1 4 -  Se t r i t u r a  en m e d i o  a c u o s o  c on  u na  t r i t u r a d o r a  ( O m n i - m i " ^  
x e r  ) ,
1 5 -  C e n t r i T u g a r ,
1 6 -  L a v a r  con  a c e t o n a  y s e c a r .
I ^ r o p n r a c i o n  de q u i t i n a  c o l o i  d a l
A 200 mg,  de q u i t i n a  se ar iade u na  m e z c l a  de 5 m l ,  -  
ric agua y 6 , 4  m l .  de a c i  do s u l f u r i c o  c o n c e n t r a d o , a g i t a n d o  y -  
e n F r i  a n d n ,
Una v e z  d i s u e l t a  l a  q u i t i n a  se a n a de  a g i t a n d o  a 100 
m l .  de e t a n n l  a c u o s o  F r i o  a l  50 % ,
La q u i t i n a  p r é c i p i t a ,  se c e n t r i F u g a  y se l a v a  c on  -  
a gu a d e s t i l a d a  F r i a  h a s t a  quo e l  pH sea  a p r n x i m a d a m e n t e  de 5,  
d e s p u é s  so  C e n t r i  Fuga de n u e v o  y se r e c o g e  e l  p r é c i p i t a d o ,  Ls 
t a  masa amor  F a so g u a r d a  a 450  p a r a  p r e p a r a r  u na  s u s p e n s i o n  -  
en e l  mome nt a  o p n r t u n o ,
C u r v a  do p e s o  s e c o , -
Ge u t i l i z e  p a r a  d e t e r m i n a r  l a  c a n t i d a d  de q u i t i n a , -
Go p r é p a r a  una  s u s p e n s i o n  de q u i t i n a  c o l o i d a l  en a-» 
qua d e s t i l a d a ,  Ge c o q e n  0 , 5  m l , y 1 m l ,  y se p o n e n  en dos  p e s a  
s u s t a n c i a s  p r e v i a m e n t e  t a r a d o s , G e  p o n e n  a s e c a r  en e s t u F a  a -  
7 0 5 c d u r a n t e  24 h , ;  a c o n t i n u a c i o n  se p a s a n  a un d e s e c a d n r  —  
h a s t a  a l  can  z a r  p e s o  c o n s t a n t e  y se v u e l v e n  a p e s a r , La r i i  Fc-*-  
r e n c i a  de p e s o  n o s  da l o s  m i c r o g r a m o s  p o r  m i l i l i t r o  de q u i t i ­
na que h ay  en e s t a  s u s p e n s i o n .
De e s t a  s u s p e n s i o n  se t o m an  d i v e r s e s  v o l u m e n e s  y se 
l l e v a n  a 3 m l ,  con  a gu a d e s t i l a d a ,  l e y e n d o  en c l  e s p e c t r o F o t o  
m é t r o  a una  l o n g i t u d  do o nd a de 660  n m , , La c u r v a  se r e p r e s e n  
t a  g r a F i c a m e n t e ,  l l e v a n d o  en a b s c i s a s  l o s  m i c r o g r a m o s  de q u i ­




















V o l u m e n  ( m l )  C o n c e n t r a c i o n  ( / j g )  L e c t u r a  ( i l . A . )
0 , 2 2 6 , 7 0 , 0 0  5
0 , 4 5 3 , 3 0 , 0 1 0
0 , 6 0 0 , 0 0 , 0 1 5
0 , 0 1 0 6 , 7 0 , 0 2 1
1 , 0 1 3 3 , 3 0 , 0 2 5
1 , 2 1 5 6 , 0 0 , 0  30
A r l a p t a c i o n  d e l  m e t o d o . -
A l o  e n z i m a  (1 m l ,  d e l  l i o u i d o  de c u l t i v e )  se l e  a 
n a d B 1 m l ,  de l a  s u s p e n s i o n  c o l n i d a l  de q u i t i n a  d i s u e l t a  en -  
t a m p o n  de c i t r a t o - C o s C a t o - b o r a t o  de pl i  5 , 5  y 0, (15 M, , que —  
c o n t i e n e  a p r o x i m a d a m e n t e  100 j ug,  de i ] u i  t i n a ,  L s t a  c o n c e n t r a ­
c i o n  l a  o b t e n e m o s  con a y u d a  de l a  g r a C i c a  a n t e r i o r ,
La e n z i m a  mas l a  s o l u c i o n  de q u i t i n a ,  se i n c u b a n  a 
3 7 5 c d u r a n t e  un t i e m p o  d e t e r m i n a d o ,  A c o n t i n u a c i o n  se c e n t r i  
f u g a  o f i l t r a  p a r a  e l i m i n a r  l a  r’u i t i n a  r e s t a n t e  y p a r  a r  l a  -  
r e a c c i  o n ,
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  q u i t i n a s i c a  es l a  c a n t i d a d  
de e n z i m a  que l i b é r a  1 ^ m o l  de N - A c e t i l g l u c o s a m i n  p o r  m i n u t a ,
V a 1o r  a c i  o n de N - A c e t i l g l u c o s a m i n a , -
n é t o d o  de T r a c e y  ( 1 9 3 4 ) ,
üe u na  s o l u c i o n  que  c o n t i e n e  N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,
: , r .  t o m an  0 , 3  m l ,  y se a n a d e n  0 , 1  m l ,  de una s o l u c i o n  s a t u r a  
da de b o r ' t e  s o d i c o ,  c a l e n t a n d o  a e h u l l i c i n n  d u r a n t e  7 m i n u
40,
t o s .  Se rJp j a en F r i  n r  y se  an a den 3 m l ,  de a c i d e  a c é t i c o  g l a —  
c i a l  mas 0 , 3  m l ,  de r e a c t i v e  de E h r l i c h ,  Se d é j à  u ne  h e r a a -  
t e m p e r a t u r e  a m b i a n t e  p a r a  que se d e s a r r o l l e  un c e l e r  v i e l e t a  
que s e r a  mas e menés i n t e n s e  d e p e n r i i e n d e  de l a  c a n t i d a d  de —  
N - a c e t i l g l u c e s a m i n a  e x i s t e n t e .  Se l e e  en e l  e s p e c t r e f e t o m e t r o  
a una  l e n g i t u d  de e n d a  de 540 nm.
J u n t e  cen  e l  t u b e  p r o b l e m a  se l l e v a n  s i e m p r e  de f o r  
ma p a r a i e l a  un p a t r o n  y b l a n c e s  de r e a c t i v e  y p r o b l e m a ,
O u r v a  p a t r o n  de N - A c e t i l g l u c o s a m i n a , ~
A p a r t i r  de l a  s o l u c i o n  p a t r o n  de N - a c e t i l g l u c o s a m i  
na ( 2 , 2 1  mg,  h a s t a  100 m l ,  en a g u a  d e s t i l a d a ) ,  se  t o m an  d i s - » -  
t i n t o s  v e l u m e n e s  y se s i g u e  e l  m é t o d o  a n t e r i o r .
R e p r é s e n t â m e s  g r a F i c a m e n t e  l a  c u r v a  p a t r o n  l l e v a n d o  
en a b s c i s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  t o m a d a s  y  en o r d e n a  
das  l a s  u n i d a d e s  de a b s e r c i o n  o b t e n i d a s ,  ( F i g ,  5)
V
l / e l u m e n  ( m l )  C o n c e n t r a c i o n  ( ^ m o l e s )  L e c t u r a  ( U , A , )
0 , 0 5 0 , 0 0 5 0 , 0 1
0 ,  10 0 , 0 1 0 0 , 0 3
0 ,  15 0 , 0 1 5 0 , 0 6
0 , 2 0 0 , 0 2 0 0 , 0 7 5
0 , 2 5 0 , 0 2 5 0 , 0 9 5
0 , 3 0 0 , 0 3 0 0 ,  108
40 b i ;
R e a c t i v o s  e m p l e a d o s . -
1 -  S o l u c i o n  de b o r a t o  s o d i c g  s a t u r a d a .
2 -  R e a c t i v e  de E h r l i c h ; 2 g .  de p - d i m e t i l - a m i n o  b e n z a l d e h f d o  d i  
s u e l t o s  en 100 ml  de a c i d o  a c e t i c o  g l a c i a l  y 5 m l  de CI H con  
c e n t r a d o o  Se g u a r d a  en f r a s c o  t o p a c i o ,








V n l o r a c i n n  *'n l a  F n s T a t a n a . -
( f l r t o f o s f  a t n  m o n o a s t e r  f o s f o h i d r o l a s a ) . I l ^ d r o l i z a  l o a  m r ' nn ea-  
t BT BS o t t a r o a f o r i c n s  en a l c o h o l  y o r t o F o s F a t o ,  
n é t n d o  de R r i g h t u e l l  y T a p p e l  ( 1 9 6 8 ) .
Una u n i r i a d  de a c t i v i d a d  F o s F a t a s i c a  es l a  c a n t i d a d  
de e n z i m a  c a p a z  de l i b e r a r  1 ^i tnol  de p - n i t r o F e n n l  p a r  m i n u t a .
F o s F a t a s a  a c i d a  ( F . C .  3 . 1 . 3 , 2 . )  . -
C l  s u s t r a t o  u t i l i z a d o  Fue e l  4 -  n i t r o F e n i l  o r t o F o s ­
F a t o  d i s o d i c o  3 mM d i s u e l t o  en t a m p o n  de c i t r a t n - F o s F a t o - h o r a
t o  0 , 1  M. pH 3 , 5 ,  Se g u a r d a  en F r a s c o  t o p a c i o  en n e v e r a .
F o s F a t a s a  a l c a l i n a  ( C . C .  3 . 1 . 3 . 1 . )  . -
C l  s u s t r a t o  u t i l i z a d o  Fue e l  p - n i t r o F e n i l  o r t o F o s F a  
t o  d i s o d i c o  4 mM, d i s u e l t o  en t a m p o n  de c i t r a t o - F o s F a t o - b o r a  
t o  0 , 1  M, pH 9 , 5 .  3e g u a r d a  en F r a s c o  t o p a c i o  on n e v e r a .
P r o c e d i m i e n t o  . -
Se i n c u b o  0 , 1  ml  de 1 f  g u i  do rie c u l t i v e  con  0 , 9  ml  -
de s u s t r a t o  a 3 7 ^ C .  d u r a n t e  un t i  onipo d e t e r m i n a d o ,  l l e v a n d o  -
s i m u l t a n e a m o n t o  b l a n c o s  de l i q u i d o  de c u l t i v o  y do s u s t r a t o .
Ca r e a c c i o n  so p a r a  con  l a  a d i c i o n  do 2 ml  d e l  t a m p o n  do ------
C l a r k  y Cubs de pH 9 , 0 .
Ca a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  v i e n e  dad a p o r  l a  c a n t i d a d  
de p - n i t r o F e n o l  l i h e r a d a ,  l a  c u a l  so  d é t e r m i n a  c o l o r i m é t r i c e -  
m e n t e  , l e y o n d o  se en e l  e s p e c t r o F o t o m e t r o  a 470 nm. So h a ce 
r c F o r e n c i a  a l a  c u r v a  p a t r o n  de p - n i t r o F e n o l  a n t n r i o r m e n t e  —  
i n d i c a d a .
4 3 .
^  ( l  -  3 )  G l u c a n a s a . -  ( [ . C. 3 , 2 , 1 , 6 . )
( j 3 ( l  -  3 )  g l u c a n ,  g l u c a n o h l d r o l a s a ) ,  H i d r o l i z a  e n l a c e s  1 - 3 )  
g l u c a n o  a d y a c e n t e s .
Su a c t i v i d a d  s e  d e t e r m i n e  p o r  e l  m é t o d o  b a s a d o  en e l  
de Me L e l l a n  ( 1 9 7 0 ) ,
$U s t r a t o  : L a m i n a r i n a
Se p r é p a r a  u na  s o l u c i f i n  de l a m i n a r i n a  a u n a  c o n c e n —  
t r a c i ô n  f i n a l  de 1 ir ig/p?Ml en t a m p é n  de c i t r a t e —f o s f a t o - b o  r a t  o -  
50 mM a pH 5 , 5 .  A c o n t i n u a c i S n  p a r a  a y u d a r  a su d i s o l u c i é n ,  se  
c a l i e n t a  a 50QC. a baRo m a r i a ,  r e p i t i e n d o  e s t a  o p e r a c i o n  s i e m ­
p r e  en e l  mement o de u s a r l a ,
P r o c e d i m i e n t o , -
De e s t e  s u s t r a t o  a s i  p r e p a r a d o  se p o n e n  a i n c u b a r ,  -  
0 , 9  ml  c on  0 , 1  ml  de l a  e n z i m a  a 37SC,  d u r a n t e  un t i e m p o  v a r i £  
b l e ,  l l e v a n d o  p a r a l e l a m e n t e  c o n  e l  p r o b l e m a ,  b l a n c o s  de l i q u i ­
de de c u l t i v e  y de s u s t r a t o .
La a c t i v i d a d  de e s t a  e n z i m a  se d é t e r m i n a  p o r  l a  l i b e  
r a c i é n  de g l u c o s e ,  l a  c u a l  s e  m i d e  s i g u i e n d o  e l  m é t o d o  de Somo 
g y i  y N e l s o n ,  y a  e x p l i c a d o ,
Una u n i d a d  de a c t i v i d a d  g l u c a n a s i c a  se d e f i n e  como -  
l a  c a n t i d a d  de e n z i m a  n e c e s a r i a  p a r a  l i b e r a r  un ^ m o l  de g l u c o ­
se  p o r  m i n u t a .
44.
1n v e r t a s a  ( C . C .  3 , 2 . 1 . 2 5 . )
( ^  -  D -  f r u c t o f u r a n n s i d o  f r u c t o l i i d r o l a s a ) . H i d r o l i z a  p  -  D-  
f r u c t o f u r a n o s i d o s  on g l u c o s a  mas D -  f r u c t o s a .
M o t o d o  do M e t z o n b e r g  ( 1 0 6 2 )
S u s t r a t o  . -  S a c a r o s a
Sb p r é p a r a  una s o l u c i o n  q uo  c o n t c n q a  1 m g / m l  , Hb s -  
p u e s  do d i l u i r l a  c on  e l  l i q u i d o  m e t a b o l i c o  ( e n z i m a ) , es d e c i r  
un a s o l u c i o n  que  c o n t e n g a  1 m g / 0 , 9 m l ,  p a r a  l o  c u a l  se p e s o n  -  
55 mg.  de s a c a r o s a  y se d i s u e l v e n  en 50 ml  de t a m p o n  c i t r a t o -  
F o s f a t o - b o r a t o  5(1 mM y do pH 5 , 5 .
P r o c e d i m i e n t o . -
I.a p r e s e n c i a  de i n v e r t a s a  on e l  l l q u i d o  do c u l t i w o  
so m i d e  p o r  l a  h i d r o l i s i s  de l a  s a c a r o s a .
Un u o l u m e n  do 0 , 9  ml  de l a  s o l u c i o n  de s a c a r o s a  se 
i n c u h a n  con l a  e n z i m a  ( 0 , 1  ml  do l i q u i d a  de c u l t i v a )  a 379 0 . -  
d u r a n t e  e l  t i e m p o  c o n v e n i e n t e  p a r a  r]ue se p r o d u z c n  l a  r e a c c i o n .
l a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  v i e n e  dada p o r  l a  c a n t i d a d  -  
de g l u c o s a  l i b o r a d a ,  l a  c u a l  se d é t e r m i n a  c o l o r i m e t r i c a m e n t e , -  
v a l o r a n d o l a  p o r  e l  m é t o d o  do S o m o gy i  y N e l s o n .
O e l u l a s a  ( 0 . 0 ,  3 . 2 . 1 . 4 . )
(  P  - ( 1  -  4)  g l u c a n o ,  g l u c a n o h l d r o l a s a ) .  H i d r o l i z a  e n l a c e s  ------
( 1 -  4)  g l u c a n o  on c e l u i  o s a .
M é t o d o  de T r a g e r  ( 1 93 2)  y Z i e s e  ( 1 9 3 1 )
I l  s u s t r a t o  e m p l e a d ü  Fué c a r h o x i m e t i l  c o l u l o  sa so d i - .
45,
ca (1 m g / m l  f i n a l )  d i s u o l t a  en t a m p o n  c i t r a t o - f n e f a t o - h o r a t o  
S o  mM, pH 5 , 5 .
So s i g u e  e l  mismo m é t o d o  que  en l a s  e n z i m a s  ante-*-*- 
r i o r m e n t e  e x p u e s t a s ,  m i d i  e n do l a  c a n t i d a d  de g l u c o s a  l i b e r a -  
da p a r  e l  m é t o d o  de S o m o g y i  y N e l s o n .
P o l i g a l a c t u r o n i d a s a  ( C . C ,  3 . 2 . 1 . 1 5 . )
( P o l i  -<od -  ( 1 -  4 )  g a l  a c t u r o n i  do^ g l u c a n o  h i d r o l a s a ) .  H i d r o l i  
za e n l a c e s  (1 -  4 )  D -  g a l a c t u r o n i d o  en p e c t i n e s  y _ g t r o s  ga 
l a c t u r o n i d o s .
M é t o d o  de A r c h e r  y F i e l d i n g  ( 1 9 7 5 )
E l  s u s t r a t o  e m p l e a d o  Fué p e c t i n e  rie m an za na  ( F l u ­
k e ,  S u i z a )  a una  c o n c e n t r a c i o n  F i n a l  de 1 mg. p o r  ml  en t a m ­
pon de c i t r a t o - F o s F a t o - b o r a t o  50 mM pH 5 , 5 .
Se s i g u e  e l  mismo p r o c e d i m i e n t o  que en l a s  e n z i m a s  
a n t e r i o r e s ,  m i d i e n d o  l a  c a n t i d a d  de g l u c o s a  p o r  e l  m é t o d o  de 
S om og y i  y N e l s o n .
o i -  A m i l a s a  ( F . C .  3 . 3 . 1 , 1 . )
( o t _  ( 1 -  4 )  -  g l u c a n  -  4 -  g l u c a n o h l d r o l a s a ) ,  H i d r o l i z a  e n ­
l a c e s  de (1 -  4 )  g l u c a n o  on p o l i s a c a r i d o s  c o n t e n i e n d o  t r è s  
o mas u n i  d a d e s  de D -  g l u c o s a  c on  e n l a c e s  (1 -  4 ) .
M é t o d o  de Summer y H o w e l l  ( 1 9 3 5 )
E l  s u s t r a t o  e m p l e a d o  Fué a l m i d o n  s o l u b l e  (1 mg on -  
0 , 9  m l )  en t a m p o n  de c i t r a t o - F o g F a t o - b o r a t o  50 mM y pH 5 , 5 ,  -  
E s t e  s u s t r a t o  d e b i a  c a l e n t a r s e  a 80QC. p a r a  a y u d a r  a su d i  s o -
46.
l u c i n n  en c l  mornentu de nu e m p l e o .
P a r a  l a  v a l o r a c i o n  de l a  g l u c o s a  l i b e r a d a  so n i q u e  
i g u a l  m e t nd ü  que en l a s  a n t e r i o r e s .
P  -  1 , 6  C l u c a n a s a . -  ( E . C . 3 . 2 . 1 . 6 . )
( -  ( 1 - 6 )  g l u c a n o ,  g l u c a n o h i  d r o l  n s a )  . H i d r o l i z a  e n l a c e s  —
P -  ( 1 - 6 )  g l u c a n o  a d y a c e n t e s .
E l  s u s t r a t o  e m p l e a d o  f u é  e l  P u s t u l a n .  Se p r é p a r a  -
Una s o l u c i o n  de e n t e  s u s t r a t o ,  a una c n n c e n t r a c i n n  E i n a l  de
1 mg / ml  en t ampon  rie c i  t  r  a t o - f  o s f  a t o - h o  r  a t e  , BEI mM y pl i  5 , 5 .
La a c t i v / i f J a d  de e s t a  e n z i m a  se d é t e r m i n a  f )or  l a  —
c a n t i d a d  de q l u c n s a  l i h e r a d a ,  s i g u i e n d o  e l  m é t od o  de ' j omoc|yi  
y N e l s o n .
P -  1 , 4  G l u c n n a n a . -  ( E . E . 3.  2.  1.  6 . )
ip -  ( 1 - 4 )  g l u c a n o ,  g l u c a n o h i d r o l a n a ) . H i d r o l i z a  e n l a c e s  ------
P -  1 , 4  g l u c a n o  a d y a c e n t e n  a -  1 , 3 .
" i u n t r a t o :  L i  c henan
5 o [ i r e p  - i ra una s u s p e n s i o n  de L i c h e n a n  ( K o c h - L i g h t )  , 
a un a c o n c e n t r a c i  on f i n a l  de 1 mg / ml  en tampion île c i t r  a t o  -  f o  n_ 
f a t o - h o r a t o , 50 mM y pH 5 , 5 .
La a c t i v i d a d  de e n t a  e n z i m a  se d é t e r m i n a  p o r  l a  - ~  
c a n t i r l a d  r'e g l u c o s a  l i b e r a d a ,  s egu n  e l  m é t od o  de O o m o g y l  y  —  
N e l s o n .
-  1 , 3  q l u c a n a n a . -
B u s t r a t o : d -  1 , 3  g l u c a n o ,  o b t e n i r i o  de p a r  e d e s de —
47,
A ç p a r g i l l i i  s n i  d u 1 n n r ,, p o r  e l  m é t o d n  de Z a n n e u e l d  ( 1071 ) .  ------
Oc p r é p a r a  u nn  s o l u c i o n  de e s t e  i j l u c n n o  en n s t a r l o  m  
l o i d o l ,  on t n m pn n  de c i  t r o  h o - P o o f  o t n - b n  r  o t e , 50 mM y f i l l  5 , 5 ,  -  
r io nd o no s  une  r l n n s i d e d  n p t i c o  de 0 , 1  a u na  l e n g i t u d  de e n d a  de 
660 nm, c e r r n s p n n d i e n t e r ,  a 204 ^ i g / m l ,
La a c t i v i d a d  de I n  e n z i m a  se d e t e r m i n e  p e r  l a  c e n t i -  
dad de g l u c o s a  l i b e r a d a ,  s e g u n  e l  m é t o d o  de a o m e g y i  y N e l s o n ,
O e x t r e n a s 1 . -  ( 0 . 0 .  3 . 2 . 1 . 1 1 . )
(cC - ( 1 -  6 ) q l u c a n ,  6 -  g l u c o n o h  i  d r o  1 asa) - .  H i d r o l i z a  e n!  a c e s  ^ - 1 ,  6 
g l u c a n o  a d y a r  e n t  e r;.
O i i s t r a t r  : O e x tr a n o
Se p r é p a r a  una s o l u c i o n  de d e x t r a n o  ( ^ m , 1 0 . 0 0 0 )  -
a una c o n c e n t r a c i o n  F i n a l  de 1 mg/ml en tampon de c i t r a t o - f o s f s  
t o - b o r a t o  de pH 5 , 5  , 50 mM,
La a c t i v i d a d  de e s t a  en z im a  se d é t e r m in a  p o r  la c a n t i  
dad de g lu c o s a  l i b e r a d a ,  s i g u i e n d o  e l  método de Somoyi y N e ls o n ,
48.
nCTI RMINAEIDN DI: GLUCnSA. GLUCOSA UXI DA BA. -
R e a c t i v r i  cic g l u c o s a  o x i r J a s a . -  (Oe I n  F u e n t n  y S o l : ; ,  c o m u n i -
c n c i n n  p e r s o n a 1 ) ,
S o l u c i o n  0 , 4  mM do C l ^ Mg  on t a m p on  rio Co a Ca t o  pi I
6 , 5  50 mM, que c o n t i e n c  p o r  ml  : 0 , 4  q g ,  do T r i t o n  X - 1 0 0 , —  
100 ^^g, do 0 - d i a n i s i d i n a ,  5 , 4  U do g l u c o s a  n x i d a s a  y 3 U do 
p o r o x i d n a a  ( amb as  e n z i m a s  de B o e h r i n g e r , g r a d e  l ) .
P r o c e d i m i e n t o . -
0 , ?  ml  de m u e s t r a  so i n c u b a n  con  1 ml  do r n a c t i v o  
do g l u c o s a  o x i d a s a  d u r a n t e  u na  b o r a  a 3 7 9 C. ( e x t i n c i o n  t o ; —< 
t a l ) .  La a b s o r c i n n  Cue m e d i d a  a una  l o n g i t u d  do o nd a do 425 
nm.
C u r v a  p a t r o n . -
A p a r t i r  de una  s o l u c i o n  p a t r o n  do g l u c o s a  1 mM -
( 1 0 , 0  mg. do g l u c o s a  A n a l a r  on 100 ml  de agu a d e s t i l a d a ) ,  -
so  t o m an  d i s t i n t o s  v o l u m o n e s  y se  c o m p l e t a n  con agua d e s t i -  
1 ada h a s t a  0 , 2  m l ,  s i g u i e n d o  a c o n t i n u a c i o n  e l  m et o  do i n d i ­
cat i f ) .
La c u r v e  p a t r o n  se r e p r é s e n t a  g r a C i  c e m o n t o  11 e v e n ,  
rlo on a b s c i s e s  l a s  d i s t i n t o s  c o n c e n t r a c i o n e s  de g l u c o s a  t o ­
madas y on o r d o n a d o s  l a s  u n i  d a d es  do a b s o r c i o n  o h t e n i d a s  a l  
l o o r  0  l a  l o n g i t u i l  de o nd a de 425  nm. ( F i g .  6 ) .
P a r a ] o l a m o n t e  en c oda v a l o r a c i o n ,  se l l o v a n  b 1 a n -  
c os  f in r e a c t i v e  y p a t r o n  do g l u c o s a  on l a s  misrnas c o n d i c i o -  
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50,
\ / n lumRn (jL^l) C o n c e n t r j c i o n  (^|molnr>)  L o c t u r a  ( U . A . )
5 0 , 0 0 5 0 , 0 5 5
10 0 , 0 1 0 0 , 0  00
20 0 , 0 2 0 0 ,  160
25 0 , 0 2 5 0 , 2 1 0
50 0 , 0 5 0 0 , 4 0 0
75 0 , 0 7 5 0 , 5 0 0
100 0 ,  100 0 , 7 0 0
200 0 , 2 0 0 2 ,  100
DCTCRniNACIDN PE CARBDHIDRATOS. -
M o t o d o  de T r e v e l y a n  y H a r r i s o n  ( 1 9 5 2 ) .
R e a c t i v o  do A n t r o n a
A 200 ml  de agua d e s t i l a d a  se l e  a g r e g a n  1 e n t a m e n t e  
y c on  a g i t a c i o n ,  500 ml  de 50^^02 c o n c e n t r a d o ,  A c o n t i n u a c i o n  
0 , 2  g r ,  de a n t r o n a  so d i s u e l v e n  en 100 ml  do e s t a  m e z c l a .
P r o c e d i m i e n t o
A 0 , 6  ml  de p r o b l e m a  se l e  on ado n 5 ml  de r n a c t i v o  - 
de a n t r o n a ,  a g i t e r  1 i g e r a m e n t e  y h e r v i r  d u r a n t e  10 m i n u t e s ,  - 
v o l  v e r  a a g i t e r  1 o s t u b o s  y d e j a r  e n C r i a r  a t e m p e r a t u r e  am—-•< 
b i e n t o .  L e e r  en e l  e s p e c t r o F o t o m e t r o  e una  l o n g i t u d  de o n d a  - 
de 660 nm, P a r a l e l a m e n t e  on c é d a  v a l o r a c i o n  so 11 e v e n  b i a n c o ;  
rlo r e a c t i v o  y de p r o b l è m e  a s i  como p a t r o n n e  de g l u c o s a ,  en - -
51 .
l a s . mi s m a s c n n d i c i o n n s  que a l  p r o b l e m a ,
C u r v a  p a t r o n . -
A p a r t i r  de u na  s o l u c i o n  p a t r o n  de g l u c o s a  1 mM ( ^  
I B mg.  do g l u c o s a  en 100 ml  do agua d e s t i l a d a ) ,  se t o ma n  d i s ­
t i n t o s  v o l u m e n e s  y se  c o m p l e t a n  a 0 , 6  ml  c on  a gua d e s t i l a d a .  
La c u r v a  p a t r o n  se r e p r é s e n t a  g r a F i c a m e n t e ,  l l e v a n d o  en a b s c ^  
s a s  l a s  d i s t i n t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de g l u c o s a  e x p r e s a d a s  en —  
^ | m o l e s  y en o r d e n a d a s  l a s  u n i  d a d es  de a b s o r  c i o n  .
Vo l u m e n  ( m l )  C o n c e n t r a c i o n  ( , i ^moles)  L e c t u r e  ( U . A . )
0 , 0 5 0 , 0 5 0 , 0 6 0
0 , 1 0 0 ,  10 0 , 1 1 5
0 , 1 5 0 , 1 5 0 ,  190
0 , 2 0 0 , 2 0 0 , 2 4 0
0 , 2 5 0 , 2 5 0 , 2 7 0
0 , 3 0 0 , 3 0 0 , 3 0 0
0 , 3 5 0 , 3 5 0 , 3 4 0
0 , 4 0 0 , 4 0 0 , 3 $ 0
0 , 4 5 0 , 4 5 0 , 4 4 0
0 , 5 0 0 , 5 0 0 , 5 5 0
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53,
noTCNcir iN n r  CNzir iA' i  l i t i c a s . -
l . n n  d i f r i r o n t e r ,  R s p o c i c s  rJe h o n g nn  F u n r n n  c r R c i d a s  
RH c u . l t i u n s  R T . t R c i n n a r i n s  a 2 5 Q C , ,  en m a t r a c o s  rie 100 ml  —  
do c a p a c i r l n d  c un  ? V f ml  dn m ed i o
l o s  c u l t i v a s  a u t o l i z a d n  ; so f i l t r a r o n  a t r a v e s  de 
un d i r , en do p a p e l  do F i l t r o  ( U a t m a n  n ^ l ) ,  c o l o c a d o  cn e l  —  
Fondn de un embudn B u c h n e r ,  e j e r c i e n d o  s u c c i o n  m e d i a n t e  v a -  
c i o ,  Fn e s t e s  F i l t r a d o s  se p r e c i p i t a b a n  l a s  p r o t e i n a s  p r o d u  
c i  d as  con  a c i d o  t a n i c o  a l  1 % s e g u n  e l  m é t o d o  de O b i b a t a  y 
N i s i  zama ( 1 9 6 5 ) ,  d e j a n d o s e  a d u r a n t e  d os  b o r a s ,  A c o n ­
t i n u a c i o n  y  s i n  u a r i a r  l a  t e m p e r a t u r a  e l  p r e c i p i t a d o  se s e -  
p a r a b a  p o r  c o n t r i F u g a c i o n  a 6000 r . p . m .  F I  s e d i r n e n t o  n b t e n i  
do se I n v o  3 v o c e s  p o r  c e n t r i F u g a c i o n  con 10 ml  de a c e t o n a  
M e r c k  a 4 ^ 0 .  y se s e c o  p o r  una  c o r r i e n t e  de a i r e  F i l t r a d o . A  
c o n t i n u a c i o n  se g u a r d o  en F r a s c o  t o p a c i o  a 4S0 ,
VALOR,ACION OF LA5 OIFFRFNTFS ACTIUIDADFS FNZI M. IT IOAS. -
Fn OS t o s  p r e c i p i  t a d o  s' se d e t e r m i n a r o n  l a s  a c t i  v i ­
da des  e n z i m a  t i c , a  s e x i  s t e n t e s  p u r  l o . s  me t o  do s y a d e s c r i t o s .
1 rug* ' t :  p r e c i p i  t a d o  do p r o t o f  nas  so d i s n l v i o  con  
a g i t a c i o n  on 1 ml  do t a m p o n  do c i t r a t o - F o s F a t o - b o r a t o  a pl l
5 , 5  50 mM, F i l t r a n d o s o  a c o n t i n u a c i o n  a t r a v o s  do un F i l t r o  
M i l l i p o r e  p s t e r i l  05 0 , 2 2  urn, l l e v a n d o . s e  a ca bo  en e s t e  F i l  
t r a d o  1 os  a n a l i s i  s e n z i m a t i c o s  c o r r e s p o n d i e n t e s ,  F s t o s a n a -  
l i s i s  r o  r e a l i z a r o n  p o r i o r l i  c a m e n t e ^  p a r a  c o n t r o l  a r  l a  e s t a -  
b i l i d a d  de l a s  e n z i m a s  a 4 ^ c .
54.
OBTENCION DE EXTRACTO DE M IC E L IO . -
Los e x t r a c t o s  de m i c e l i o  de l o s  d i f e r e n t e s  hongos es 
t u d i a d o s  se o b t i e n e n  a p a r t i r  de l e s  mismos c u l t i v o s  a u t o l i z a -  
dos (1 2 0  d ia s  p a r a  g p h iz o p h y l lu m  commune y de 70 d fa s  p a r a  e l  
r e s t o  de l o s  h o n g o s ) ,  de l o s  que se o b t i e n e n  l a s  e n z im a s  l i t i -  
cas d e l  l i q u i d e  de c u l t i v o .
Una v e z  s e p a rad o  e l  m i c e l i o  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v o  -  
p o r  f i l t r a c i o n  a v a c i o ,  se l a v a  v a r i a s  v e ces  con agua d e s t i l n -  
da y se pone a c o n g e l a r  a -2 0 B C .  E l  m i c e l i o  c o n g e la d o  se t r i t u  
r a  en un m o r t e r o  que se c o lo c a  s o b r e  una m e z c la  f r i g o r i f i c a  —  
( h i e l o - a l c o h o l - C l N a ) ,  d u r a n t e  e l  t ie m p o  s u f i c i e n t e  p a r a  que se  
p ro d u z c a  l a  d e s i n t e g r a c i o n  d e l  mismo, Una v e z  t r i t u r a d o ,  se ex 
t r a e  con 12 ml de tampon de c i t r a t o - f o s F a t o - b o r a t o , pH 5 , 5  ,  -  
50 mM. A c o n t i n u a c i é n  se c e n t r i f u g a  a 6000  r . p . m .  d u r a n t e  30 -  
m in u t o s .  Se re c o g e  e l  s o b r e n a d a n te  y se p r é c i p i t a  con a c id o  t a  
^nico a l  1 % p o r  e l  método de S h i b a t a  y N i s i z a u a  ( 1 9 6 5 ) .
En e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e i n i c o  o b t e n id o  se v a l o r a n  l a s  
a c t i v i d a d e s  e n z i m a t i c a s  e x i s t a n t e s ,  p ro c e d ie n d o  de i g u a l  fo rm a  
que en l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e i n i c o s  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v o .
5 5 .
OBTENCION DE PAREDES CELULARE5. -
P r o c e d im ie n t o  g e n e r a l  s e g u id o :
1 -  S e p a r a r  e l  m i c e l i o  d e l  l i q u i d e  de c u l t i  ce p o r  c e n t r i f u g a —
c i o n ,  y l a v a r  v a r i a s  v e c es  con agua d e s t i l a d a .
2 -  C o n g e la r  e l  m i c e l i o  a - 2 0 S C .  y t r i t u r a r l o  c o n g e la d o  en un
m o r t e r o  que se c o lo c a  s o b re  una m e z c la  f r i g o r f f i c a  ( h i e l o  
I a l c o h o l —C l N a ) .  E s ta  o p e r a c i é n  se r e a l i z e  e l  t ie m p o  s u P i—  
c i e n t e  p a r a  p r o d u c i r  l a  d e s i n t e g r a c i é n  d e l  m i c e l i o .
3 -  E x t r a e r  con tampon de a c e t a t e  pH 5 , 5  ,  50 mM a 4SC.
4 -  C e n t r i f u g a r  a 6000  r . p . m .  d u r a n t e  15 m in u to s  a 4GC.
5 -  L a v a r  con agua d e s t i l a d a  p o r  a g i t a c i é n  m a g n e t ic a ,  d u r a n t e
2 m i n u t o s ,  c e n t r i f u g a n d o  a c o n t in u a c i o n  d u r a n t e  15 m i n u * -  
t o s  a 6000  r . p . m . .  E s ta  o p e r a c i é n  se r e p i t e  5 v e c e s ,  s in  
v a r i e r  l a  t e m p e r a t u r a  de 4QC.
6 -  S u s p e n d e r  l a s  h i f a s  en tam pén de a c e t a t e  y r o m p e r la s  en -
d e s i n t e g r a d o r  u l t r a s o n i c o  MSE modelo MK^, 150 u ,  a 132 m^ 
c r o n e s ,  d u r a n t e  un p e r fo d o  de 5 a 10 m i n u t o s ,  en i n t e r v a ­
l e s  de un m in u te  de s o n i c a c i é n  s e g u id o s  de 2 m in u to s  de -  
descansQ ( r e f r i g e r a c i é n  d e l  v a s t a g o ) .  E l  vase  con e l  p ro ­
b lem a se m a n t ie n e  r e f r i g e r a d o  a 49C .
7 -  L a v a r  v a r i a s  v e c es  en f r J b  como ya se ha d ic h o ,  con tampon
de a c e t a t e ,  agua d e s t i l a d a ,  C lNa 0 , 1  M. y n u e vam ente  con 
agua d e s t i l a d a ,  h a s t a  a r r a s t r a r  to d o s  l o s  r e s t e s  de C lN a .
56,
(i- ni j r . t : rv / nr  p n r i ü d i c n m o n t n  n i  mj c r o s r o p i n  p n r  n c n n i p r o b n r  —  
c u a n d a  1ns  p n r e d e s  n o t n n  l i m p i n n  de t o d o  0 I  c u n t n n i d o  c i  
t o p l  n a r n n t i c o .
D-  Unn v e z  1 i m p i  ns l a s  p n r n d n s  se I n u n n  con  a c o t  o n n P r i a  —  
p o r  c f m t r i P  u g a c i o n  y se s e cnn  con una c o r r i e n t e  rie a i r e  
P i l  t r a d o . Se c o n s e r v / a n  a 4?C.  en P r a s c o  t o p a c i n .
DPTFRni NACinM PJ[  LAS APTI UI DAnCS CN ZIM AT I P A S DP PAS PARPOPS 
" I N  S' ITU" .
L a s  p a r e d o s  se  su sp cn r i en  en t a m po n  de c i  t r a t o - P o s -  
P a L f - b o r a t e  pl i  5 , 5  SOmPi, ( l  m g / m l ) .  A e s t a  s u s p e n s i o n  ne l o  
a g r e g a  1 ml  d e l  s u s t r a t o  c o r r e s p o n d i  e n t e  p a r a  l a  ri e t  o r  m i  n a -  
c i o n  do c a d a  u nn  de l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m a t i c a s .  D e s p u c s  de 
p a r  a r  l a  r e a c c i o n  e n z i m a t i c a  como y a se ha r i e s c r  i  t e , l a s  pa 
r e d e s  s o s e p a r a n  p o r  c e n t r i P  u g a c i o n  p a r  a 1 l e v e r  a ca bo  1 as 
Va1 o r ; 1 c i o n e s  c o l o r i m e t r i c as en r  r  e s p o n d i e n t o s .
5 7 .
n p i T M C i n N  nr:  P A R r n c s  c n i i L A R r : ' ,  f n  l a p , n i r c R F N T r s  C A p r c i r s
P o r  l a s  o a r a c t o r i s t i c a s  o s p e c i  a l a s  de c ada u n o  de -  
l o s  h o n g a a  r’ s t u d i  a d o s ,  ha s i  do n e c e s a r i  o a d a p t o r  e l  m é t o d o  ge
n e r o l  do o l i t e n c i o n  de p a r e des p a r a  c a da  uno  de l e s  c a s o s ,  c o ­
mo d e s c r i b i m o s  a c o n t i n u a c i o n .
T o d os  l o s  b o n g o s  F u e r o n  c r e c i d o s  en c u l t i v a  e s t a e i o  
n a r i o  a 25BC.  en m a t r a c e s  de 1 0 0  ml  de c a p a c i d a d  con 2 0  ml  de 
m e d i o  do c u l t i v o  do c o m p n s i c i o n  ya  d e s c r i t a ,  i n o c u l a d o s  con  -  
una s u s p e n s i o n  do e s p n r a s  n de m i c e l i o .  L a s  m ue s t r a s  se t o m a *  
r a n  on d i  F o r e n t e s  F as e s  d e l  p e r i o d o  de c r e c i m i e n t o .
P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m . -
P a r a  l a  o b t e n c i o n  de p a r o d e s  a p a r t i r  de m i c e l i o  j o  
v on  do 2  y 3 d i a s  ( no  a u t o l i  z a d o ) , e l  m i c e l i o  c o n g e l a d o  se —  
t r i t u r n  s u a v c m o n t o  en o l  m o r t e r o  y se t e r m i n é  de r o m p e r  en e l  
d e s i n t e g r a d o r  u l t r a s o n i c o  en t a m po n  de a c e t a t o  d u r a n t e  2 0  m i ­
n u t e s  en i n t e r v a l e s  de 1 m i n u t e ,
Fn l a s  m u e s t r a s  p r n c e d e n t e s  de m i c e l i o  de 7 ,  1 0,  y
14 d f  a s ( d c s p u é s  de comen z ada l a  a u t o l i s i s ) ,  no f u é  n e c e s a r i  a
l a  t r i  t u r a c i o n  d e l  m i c e l i o  c o n g e l a d o  d e b i d o  a que e s t e  se p r e  
s e n t a b  a muy d c s b e c h o ,  s u s p e n d i é n d o s e  d i r e c t a m e n t e  en t a m p o n  -  
do a c e t a t o  se r ompe p o r  s o n i c a c i o n  d u r a n t e  15 m i n u t o s  en i n —  
t e r v a l o G  de 1 m i n u t e .  Muchas  de l a s  e s p o r a s  que p r e s e n t a b a  e l  
m i c e l i o ,  F u e r o n  e l i m i n a d a s  p r , r  c e n t r i F  u g a c i o n  en 1 a va do s s u c e  
s i  v o s ,  p e r o  o t  r  a s se a d h e r i a n  c o m p l e t a m e n t e  a l a s  p a r a d e s ,  —  
s i e n d n  i m p o s i b l e  • e p a r a r l a s  aun con l a  a p i i c a c i o n  en g r a -  
d i o n t e  de s a c a r o s a .
50,
Ba sn n c l n no s  cn e l  m é t o d o  de A l b e r t o s o n  ( 1 9 6 7 )  de a e -  
p a r a c i o n  do p a r t i c u l a s  de d i f e r o n t e s  p r o p i e d a d e s  s u p e r F i c i n —  
l e s  nn dos  F a s e s  de p o l i m e r n s ,  d e x t r a n o  y p l i e t i l e n g l i c o l , so 
i n t e n t é  s e p a r a r  l a s  e s p o r a s  do l a s  p a r a d e s  p o r  l a  a p l i c a c i o n
de e s t e  m é t o d o .  de c n m p r o b o  que c u a n d o  l a s  p a r a d e s  se l a u a b a n
c o n a g i t a c i o n  m a g n é t i c a  r a p i  da s u s p e n d i  das en una de l a s  dns 
s o l  u c i o n  es de O e x t r a n o  5FIÜ o P o l  i  e t i  1 e n g l  i  c o l  6Finn a l  ? P %  en 
a g u a ,  l a s  e s p o r a s  se s e p a r a b a n  compl  e t a m e n t e  e l  i m i n a n d o s e  pos_ 
t e r i o r m e n t e  p o r  c e n t r i F u g a c i o n .  Oe 1 as dos s o l u c i o n e s  de p n l ^
m e r o s  e rn p l e a d a s  l a  de m e j o r  r e s u l t a d o s  f u é  l a  de O e x t r a n o  500
a l  ?fl 'o en s o l u c i o n  a c u o s a ,  s i e n d n  l a  s e p a r a c i o n  mi icl io mas r a ­
p i d e  cnn l a  v e n t a  j a  que e s t e  p n l i m e r o  a l  i g u a l  nue el  P o l i  e t  i_ 
] e n g l  i  c o l  son b i r i l o g i c a m e n t e  i n e r t e s ,  no a l t e r a n r i o s e  de e s t a  
m a n o r a l a  c o m p n s i c i o n  de l a s  p a r e d c s .
Oes()ucs,  de l a  a g i t a c i o n  m a g n é t i c a  de l a s  p a r  e d e s en 
l a  s o l u c i o n  do r l c x t r a n o  d o t a n t e  1 2  b o ra s . ,  se l a v a r o n  mu ch a s  -  
v e c e s  r a n  agua d c s t i l a d a  F r f a  p o r  c e n t r i F u g a c i o n .
A p a r t i r  d e l  m i c e l i o  de 14 d f  a s se n b t u v i e r o n  p a r a ­
des  cn p e q u c o a  c a n t i d a d ,  s i e n d n  c o m p l  e t a m e n t e  irnp< i s ; h l  c l a  o ^  
t o n c i o n  de p a r e  de s de mas d f  as prj r  p r e s e n t e r  se e l  m i c e l i o  com^  
p i  e t a m e n t e  d e s h c c b n ,  1 o c u a l  c o i n c i  de con  e l  a l t o  g r a d e  de aj j  
t n l l s i s  a l c a n z a d o  p o r  e s t e  b o n g o .
N e u r  g p o r  a e r a  r, r- a . -
(•'ara l a  o b t e n c i o n  do p a r o d e s  de 4 y 5 d f a ; ,  ( a n t e s  -  
rlo]  c o m i r ' n z o  de l a  a u t o l i s i s ) ,  e l  m i c e l i o  congrU. a do s.n t r i t u ­
r é  s u e v e m e n t e  en e l  m o r t e r o ,  s o n ! c é n  do s e a c o n I i  n 11a c i  é n sus*— 
p e n r ü  rlo en tarn[ ién de ' ce t a  t o  d u r a n t e  15 m i n u t e : ,  on p é r i o d e s  -
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de un m i n u t e ,  s i  endo e s t a  r u p t u r a  mas i  n t  n n s a en p a r e d o s  de -  
12,  4 9 ,  y 63 d { a s ( m i c e l i n  a u t n l i z a d n ) .
3 e n b s e r v e  que en t u d a s  l a s  m u e s t r a s  n i  m i c e l i o  p r e  
s e n t a b  a una c o n s i  s t e n c i a  p e g a j o s a  s n b r e t o d o  en l a s  de 49 y 63 
d f a s , d e s p u é s  de l a v a r l o  muchas  v e c e s  con a gua d e s t i l a d a ,  s u r -  
g i e n d o  l a  d i  F i c u l t a d  de que a l  r o m p e r l o  en e l  d e s i n t e g r a d o r  -  
u l t r a s o n i c o ,  e l  c o n t e n i d o  c i t o p l a s m a t i c o  se p e g a b n  p o r  l a  p a r  
t e  e x t e r n a  de l a s  p a r e d e s ,  F s t e  p r o b l e m a  Fué r e s u e l t o , s u s p e n  
d i e n d o  e l  m i c e l i o  en una  s o l u c i o n  de d e x t r a n o  5(10 a l  2 0 ^  en -  
agua d e s t i l a d a  l a v a n d o l n  mucbas  v e c e s  en e s t a  s o l u c i o n  p o r  a -  
g i t a c i o n  m a g n é t i c a  r a p i d e  y s o n i e  an d o l o  en e l l e  d ur c^ g te  15 mi  
n u t o s  en i n t e r v a i n s  de un m i n u t e ,  Oe e s t a  For ma e l  c o n t e n i d o  
c i t n p l a s m a t i c o  q ue da  Su sp en di  do en l a  s o l u c i o n  de d e x t r a n o  y -  
no ad l i e r  i  do a l  e x t e r i o r  de 1 as p a r e d e s ,  L o s  r e s t o s  de d e x t r a ­
no y do c o n t e n i d o  se e l i m i n a r o n  p o r  s u c e s i v o s  l a v a d o s  c o n  ------
agua d e s t i l a d a  ë 4 9 C. p o r  c e n t r i F u g a c i o n .
A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s . -
L as  p a r e d e s  a p a r t i r  de m i c e l i o  j o v e n  de 4 ,  5 y 14 
d f â s  ( a n t e s  y d e s p u é s  de c omenzar ia  l a  a u t o l i s i s ) ,  se o b t u v i e -  
r o n  s i g u i e n d o  e l  m é t o d o  g e n e r a l  s i n  n i n g u n a  m o d i F i c a c i n n ,  no 
o c u r r i e n d o  l o  mismo p a r a  l a s  m u e s t r a s  de 49 y 63 d f a s ,  en l a s  
que e l  m i c e l i o  se p r e s e n t a b a  b a s t a n t e  d e s b n c h o ( a u t o l i  z a d o )  y 
con  e s p o r a s  a d b e r i  cas  a su p a r e d ,  p r o o e d i e n d o s e  p a r a  su e l i m i ^  
n a c i o n  de i g u a l  modo que  en P é n i c i l l i u m  o x a l i c u r n . F I  m i c e l i o  
no so t r i t u r é  c o n g e l a d o ,  s o n i c a n d o s e  s u s p e n d i  do en e l  t a m p o n  
de a c e t a t o  d u r a n t e  2(1 m i n u t o s  en i n t e r v a l o s  de 1 m i n u t o  de du
6 0 ,
n c i n n .  L as  e s p o r a s  a r j l i o r i d a s  a l o s  p a r  o de s  se r ]  i m i n n r o n  p o r  
1 a v o do  s en s o l u c i o n  do d e x t r a n o  500 a l  20'/> en a g u a , p e r  a g i t a _  
c i o n  m a g n é t i c a  r a p i d e  d u r a n t e  1 2  h o r n s  y p o r  s u c e s i v o s  l a v a —  
dos  con  agua d c s t i l .  ada F r i a  p o r  c e n t r i f  u g a c i o n .
P o l y s t f c t u s  v e r s i c o l o r . -
.5 e o l i t u v i  e r o n  p a r e d e s  de 5 y 7 d f  a s a n t e s  d e l  c e  
m i e n z o  de l a  a u t o l i s i s ,  y de 1 0,  14 y 63 d f a s  d u r a n t e  e l  p e —  
r i o d n  a u t o l i t i c o .  Fn t o  das l a s  m u e s t r a s  se o b s e r v e  l a  cons. i  ,s- 
t e n c i a  p e g a j o s a  d e l  m i c e l i o ,  s i e n d o  i m p o s i b l e  l a  o b t e n c i o n  de 
p a r e d e s  c e l u i  a r e s  l i m p i a s  de c o n t e n i d o  con  l a s  c o n d i  c l  o n e s  —  
d e a c r i  t a s  en e l  m é t o d o  g e n e r a l ,  y a  que a l  i g u a l  r iue en N c u r o s  
p o r  a , a l  t r i t u r e r  e l  m i c e l i o  e l  c o n t e n i d o  c i  t o p l a s m é t i c o  se -  
p e g a  a l  e x t e r i o r  rie J as p a r e d e s  u n i é n d o s e  un a s c on  o t r n s .  Fs-*- 
t e  p r o b l e m a  f u é  r e s u e l t o  como en e l  c a s o  a n t e r i o r  l a v a n d e  e l  
m i c e l i o  en una s o l u c i o n  a c u o s a  de d e x t r a n o  5011 a l  2 0 ^  p o r  agi^ 
t a c i o n  m a g n é t i c a  d u r a n t e  dos p é r i o d e s  de 1 2  b o r a s  y son icand_o 
l o  en e s t a  misma s o l u c i o n  d u r a n t e  5 m i n u t e s  ( m i c e l i o  j o v e n )  y 
10 m i n u t o s ( m i c e l i n  v i e  j n ) . P a r a  é l i m i n e r  l o s  r e s t o s  de doxt r_a 
no y de c o n t e n i d o  c i t o p l a s m a t i c o , se b i  c i  e r o n  s u c e s i  vo s 1 a v a -  
f los con  agua d e s t i l a d a  f r f  a p o r  c e n t r i  f  u g a c i o n .  Ob.servanr lo.se 
ciue e l  c o n t e n i r l o  r d u l a r  se a d b i o r e  mas en l a s  p a r  e d e s v i e j a s  
que en l a s  j o v e n e s ,
A s p e r g i l l u s  n i  g e r . -
P a r a  l a  o b t e n c i o n  de p a r e d e s  a p a r t i r  de l a s  mues—  
t r  as rie m i c e l i o  de 2 ,  3 ,  7 ,  14 y 49 d i a s ,  se s i g u i o  e l  m é t od o
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g e n e r a l  y a r l n s e r i t o ,  con l a  s a l u e d a d  do que l a  t r i t u r a c i o n  —  
d e l  m i c e l i o  c o n g e l a d o  f u é  muy s u a v e  en l a s  m u e s t r a s  de 2  y 3 
d f , a s ,  n  m i c e l i o  do 63 d f a s  se p r e s e n t a b a  muy d e s h e c t i o  p o r  l o  
gue no se t r i t u r o  c o n g e l a d o ,  s o n i c a n d o s e  d i r e c t a m e n t e  en t a m­
pon de a c e t a t o  d u r a n t e  ID m i n u t e s  en i n t e r v a l o s  rle 1 m i n u t o .
L as  e s p o r a s  gue p r e s e n t a b a n  l a s  m u e s t r a s  se é l i m i n a  
r o n  F a c i l m e n t e  p o r  c e n t r i f u g a c i o n e s  s u c e s i v a s  c on  agua d e s t i ­
l a d a  o l a v a n d o  e l  m i c e l i o  v a r i a s  v o c e s  con  agu a d e s t i l a d a  a -  
t r a v e s  rle una  m a l l a  de n y l o n  ( t r a m a :  i g g g  m a l l a s  p o r  c m ^ ) .
S c h i  z o p h i l l u r n  commune. -
f n  e s t e  b o n g o  se o b t i e n e n  p a r e d e s  de 5 ,  14,  2 1 ,  49 
y 63 d i n s  s i g u i e n d o  o l  m é t o d o  g e n e r a l  s i n  m o d i f i c a r .
M u c o r  m u c e d o . -
Se o b t i e n e n  p a r e d o s  a p a r t i r  de m u e s t r a s  de m i c e l i o  
j o v e n  rlo 4 y 6  d i e s  ( n o  a u t o l i z a d o )  y de m i c e l i o  de 1 4,  49 y 
63 d f  a s ( a u t o l i z a d o ) .  En t o d a s  e s t a s  m u e s t r a s  se c o m p r u e b a  —  
que a l  t r i t u r e r  e l  m i c e l i o  c o n g e l a d o  en e l  m o r t e r o  e s t e  se —  
d e s h a c e  c o m p l e t a m e n t o ,  no o b t  en i  é n d o s e  p a r e r l e s  v i s i b l e s  a l  mi  
c r o G C o p i o .  f ]  p r o c e d i m i e n t o  s e g u i d o  c o n s i s t e  en l a v a r  v a r i a s  
v o c e s  e l  m i c e l i o  co n agua d e s t i l a d a  p o r  a g i t a c i o n  m a g n é t i c a  y 
c e n t r i  f L i g ac i cé n , a c o n t i n u a c i o n  se r ompe en e l  d e s i  t e g r a d o r "  ul_ 
t r a s o n i c o  s u s p e n d i  do en una s o l u c i o n  de Cl  Na (1,1 M ( m e j o r  r e -  
s u l t a d o  que e l  t a m p o n  de a c e t a t o )  d u r a n t e  1(1 m i n u t e s  p a r a  e l  
m i c e l i o  j o v e n  y 2 0  m i n u t o s  p a r a  e l  m i c e l i o  v i e j o  ( s i e m p r e  en 
p é r i o d e s  de un m i n u t e ) .  L a s  p a r e d e s  se l a v a n  muc ba s v e c e s  con
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c on  n g i ia  d e s t i l a d a  a 4 9 C. p o r  a g i t a c i o n  m a g n é t i c a  y c e n t r i f u -  
g a c i o n  h a s t a  l a  t o t a l  e l i m i n a c i o n  d e l  C l N a .
L a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s  de t o d a s  l a s  espo-»-  
c i e s ,  se o h s e v a b a n  muy l i m p i a s  a l  m i c r o s c o p i o  o p t i o n ,  no o b s ­
t a n t e  p a r a  c o m p r o b a r  l a  c a r e n c i a  de c o n t e n i d o  c i t o p l a s m a t i c o  
p o r  p a r t e  do l a s  p a r e d e s ,  e s t a s  se t i n e r o n  c on  u na  s o l u c i o n  -  
de l a c t o p h e n o l  c o t t o n  b l u e .
Cf lLCULP D f L  GRADP PE AUT OL IS I S
C l  g r a d o  dm a u t o l i s i s  a l c a n z a d o  p o r  c a d a  unn de l o s  
b o n g o s  a l o  l a r g o  d e l  p e r f o d o  de i n c u b a c i o n ,  se c a l c u l a  p o r  -  
l a  p e r d i d a  de p e s o  s e c o  gue e x p é r i m e n t a  e l  m i c e l i o  a p a r t i r  -  
d e l  p e s o  m a x i  mo a l c a n z a d o  y se e x p r e s s  en
P a r a  c a da  b on go  j u n t o  con  l o s  m a t r a c e s  i n o c u l a d o s  -  
p a r a  l a  p r o  d u c c i  on de p a r e d e s ,  se p o n e n  o t r o s  on l a s  misma s -  
c o n d i c i o n e s  de c u l t i v o ,  p a r a  c a l c u l e r  e l  p e s o  s e c o  da c ada —  
unn de l a s  m u e s t r a s .  Cl  m i c e l i o  se  s é p a r a  d e l  i f g u i r i o  de c u l ­
t i v o  p o r  f i l t r a c i o n  a v a c i o  y una v e z  l a v a d n  c on  agua d e s t i l _ a  
da SB sBca en e s t u f a  a ROBC. d u r a n t e  40 b o r a s  d e j a n d o l o  d e s —  
p u é s  en un d e s e c a d o r  a v a c f o  d u r a n t e  u n a s  t r è s  h o r a s  a n t e s  de 
p o s a r l o .
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Mstoc ln (le Hughes  ( 1971 ) , a r i a p t a d o  p e r  Re ye s y B y r d e  ( 1 9 7 3 ) .
A s u s p e n s i o n e s  de p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  o d a d e s  (pr_e 
v i a m e n t e  d i s g r e g a d a s  p o r  s o n i c a c i o n  d u r a n t e  un m i n u t o )  q ue  —  
n o n t i e n e n  1 m g / m l  en t a m p o n  de c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  de pH -  
5 , 5 ,  50 mfl , se l e s  a g r e g a  1 ml  de l a  s o l u c i o n  f i l t r a d a  de e n ­
z i m a s  (1 m g / ml  en t a m p o n  de c i t r a t o - f o s f a t o - b o r a t o  pH 5 , 5 ,  50 
mfl) o b t e n i d a s  a p a r t i r  de c u l t i v o s  a u t o l i  z a d o s  d e l  p r o p i o  hori  
go y 0 , 1  ml de s o l u c i o n  de a z i  da s o d i c a  0 , 0 2  M ( c o n c e n t r a c i o n  
f i n a l  0 , 5  mf l ) .  l a  s o l u c i o n  a s f  p r e p a r a d a  se p on e a i n c u b a r  en 
t u b o s  o n t é r i l o s  a 3 7 0 C d u r a n t e  un p e r i o d n  de 1 2 0  b o r a s .  D u n t o  
con  l u s  t u b o s  p r o i  i l e m a  se p o n e n  b l a n c o s  de p a r e d e s  h e r v i d a s  y 
s i n  b e r v i r  a i n c u b a r  en l a s  m i s ma s  c o n d i c i o n e s .
f 1 c r i t ( r i o  s e g u i d o  en l a  m e d i d a  de l a  l i s i s  de l a  
p a r e d  c e l u i  a r  f u é  c l  d e c r e c i r n i e n t o  de l a  d e n s i d a d  o p t i c a  ■ —  
( 1 7 5 7 5 ) ,  a d i f e r e n t e s  t i e m p o s  de i n c u b a c i o n .
P e r i o d i c a m e n t e  l o s  h i  d r o l  i  z ado s se s o m e t e n  a c n n "" —  
t r o l  mi  c r o s c o p i c o ,  p a r a  c l e t e c t a r  c u a l  g u i  e r  c o n t a m i n a c i o n .
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L I  S I S Dr  LAS PAREDES CFLULARES
L s t o  p r o c e s n  se l l e v o  a ca ho  en c a de  u na  do l a s  e s -  
p e c i e s  e s t u d i a d a s  p e r  e l  m é t o d o  a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t a ,
D e s p u é s  de 1 2 0  h o r a s  de i n c u b a c i f i n  1 ns h i d r o l i z a d o s  
f u e r n n  a n a l i z a d o s  p a r a  d e t e r m i n a r  l e s  a z û c a r e s ,  a m i n o a z u c a r e s  
y o l i g o s a c a r i d n s  s o l u b i l i z a d o s  de l a  p a r e d .
L a s  d e t e r m i n a c i o n e s  l l e v a d a s  a c a b o  f u e r a n  l a s  s i -
g u i  e n t e s :
-  S u s t a n c i a s  r e d u c t o r a s  
M e t o d o  de So mo g y i  y N e l s o n .
-  G l u c o s a
M e t o d o  de g l u c o s a  o x i d a s a ,
-  N - a c e t i l g l u c o s a m i n a
M e t o d o  de T r a c e y ,
-  P o l i s a c a r i d o s  t o t a l e s  
M e t o d o  de l a  a n t r o n a .
65 ,
p i K i n uc c i . ' i N  ne pnr iTnPLASTns
r i  mo bn I Je Q o n e r  a l  i ln o b t c n c i u n  iJo p r n t o p l a s t o s  se -
lüese en n]  n t e c | un  e n z i m n t i c o  d e l  m i c n l i o  j n v / en  d e l  j i e n g o  en -
un m e d i n  o s m u t i c a m u n t e  e p r n p i a d o ,
S i g u i . e n d o  e l  m e t n d n  de Re ye s  y L a h o z  ( l 9 7 6 ) ,  l a  pro_
d u c c i o n  rie p r o t . e p l a s t o s  se l l e v a  a c a be  p e r  e l  a t a q u e  d e l  m i ­
c e l l e  c on  s u s  p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s  p r e d u c i d a s  en c u l t i v e s  
a u t o J i z a d n s  de c n d a  h n n q o ,
P r e p a r a c i n n  d e l  mi  c e l i o
r i a t r a c e s  de 1 ( 1 0  ml  de c a p a c i d a d  can  2 0  ml  de m e d i o  
de c u l t i v ”  t ie compo s i  c i o n  y a d e s c r i t a ,  se i n o c u l a n  con  u na  -  
s u s p e n s i o n  rie e s p n r a s  ( 1 0 ^ / m l  ) o de mi  c e l l o  ( 1 ml en car i a — 
m a t r a z ) ,  L o s  m a t r a c e s  se p o n n n  a i n c u b a r  en c u l t i v o  e s t a c i o -  
n a r i o  a 25' ’ C o on a g i t a c i o n  a 220 r . p . m ,  a 2 050 d u r a n t e  24 o 
48 b o r a s ,  01 m l c e l i o  c r e c i d o  en e s t a s  c o n d i c i o n e s  se d i s g r e -  
ga s u a v e m e n t e  s o b r e  un p o r t a o b j e t o s  co n u n a s  a g u j a s  do a c e r o  
o n m a n g a d a s ,  y se l a v a  on l a  s o l u c i o n  de e s t a b i l i z a d o r  e l e g i -  
do p e r  c r c n t r i O  u g a c i r i n  a b â j a  v o l o c i  dad ( lOOO r , p , m, ) d u r a n t e  
10 m i n u t e s ,  O s t a  o p e r a c i o n  s e r e a l i z e  t r e s  v e c e s ,
S n l u c i o n o s  e s b e b i l i z a d o r a s  e m p l e a d a s , -
-  S a l e s  i n o r g a n i c a s :  0 1 K,  C l N a ,  C l NR/ , , SO^jj^g,
-  P o l i a l c o h o l o s  g l u c i d i  c os  : m a n i t o l  y s o r b i t o l ,
-  A z u c a r e s :  G l u c o s e ,  s a c e r o s a  y g a l a c t o s a ,
F s t a s  s o l u c i o n e s  se p r o p e r a n  en t a m p o n  de c i t r a t e  -  
f o s f a t o - b o r a t o  de p l l  5 , 5 ,  50 mM a c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  que
6 6 ,
o s c i l a n  e n t r e  0 , 2  y 0 , 9  M, s i e n d o  a l m a c o n a d a s  a - 2 0 Q C ,  
P r e p a r a c i o n  de l a  s o l u c i o n  de e n z i m a s , -
L a s  e n z i m a s  o b t e n i d a s  de c u l t i v e s  au t o i  i  z a d o s  de ca_ 
da h o n go  p o r  e l  p r o c e d i m i e n t o  y a  d e s c r i t o ,  se  d i s u e l v e n  en —  
t a m p o n  de c i t r a t o - f o r f a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  50 mM, a d i a t i n t a s  —  
c o n c e n t r a c i o n e s  que v a n  d e s d e  1 a 10 m g / m l ,  Una v e z  p r é p a r a —  
das  e s t a s  s o l u c i o n e s ,  se  f i l t r a n  a t r a v e s  de un f i l t r e  m i l i p £  
r e  e s t é r i l  05  de p o r o s i d a d  0 , 2 2  / jm,
C o n d i c i o n e s  de c u l t i v e , -
6  ml  de l a  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  en e s t a b i l i z a d o r  -  
se p o n e n  a i n c u b a r  c on  2  ml  de l a  s o l u c i o n  de e n z i m a s  en ma—  
t r a c e s  de 2 0  ml  de c a p a c i d a d , e s t é r i l e s ,  en c u l t i v o  e s t a c i o n a —  
r i o  a 5 5 5 c o en a g i t a c i o n  a 70 r . p . m ,  a 3 2 5 0 ,
L a s  m u e s t r a s  se t o m a n  c a d a  h o r a  en c o n d i c i o n e s  est_e 
r i l e s  y se o b s e r v a n  a l  m i c r o s c o p i o , A l  m e d i o  de i n c u b a c i o n  se 
l e  a n a de n  0 , 2  ml  de una s o l u c i o n  de a z i d a  s o d i c a  0 , 0 2  M,
RECUENTO DO PROTOPLASTOS 0 0 TON1005
La c a n t i d a d  de p r o t o p l a s t o s  o b t e n i d o s  en c a da  m u e s -  
t r a  se c a l c u l a  poT e l  c o n t a  j e  de e s t e s  a l a s  24 h o r a s  de i n c i »  
b a c i o n ,  en un h e m a t o c i t o m e t r o  S p e n c e r ,  m o d e l o  " B r i g h t - L i n e  AO" 
( i n s t r u m e n t  Company S c i e n t i f i c  I n s t r u m e n t  D i v i s i o n , B u f f a l o ,  N, 
Y,  1 42 15  U . S . A . ) ,  E l  c o n t a  j e  se  r e a l i  za de l a  m a n e r a  s i g u i e n _  
t e :
En l a s  r a n u r a s  s u p e r i o r  e i n f e r i o r  d e l  h e m a t o c i t o —  
m e t r o  se d e o o s i t a  u na  p e q u e n a  c a n t i d a d  de l a  s u s p e n s i o n  de —
6 7 .
p r o t o p l a s t o s  m B c l i a n t n  una  p i p n t a  P a s t e u r ,  se c o l o c a  e l  c u b r e -  
o b j e t e s  y r,n p r o c é d é  a l  c o n t a  j e  en e l  m i c r o s c o p i o ,
/ \ 1  a p n r a t o  acompana una  t a b l a  c u a d r i c u l  ada en l a  —  
que c a d a  une de 1 o s c u a d r o s  t i e n e  e s c r i t o  un v a l o r  n u m e r i c o  -  
que c o r r e s p o n d e t a  a l  n umé ro  de c e l u i  as e x p r e s a d o  en m i l l o n e s  
p o r  m i l i  l i t r e ,  3e c u e n t a n  l i a s  t a  un t o t a l  de 2 0 0  c e l u i  as  y e l  
v a l o r  n u m e r i c o  d e l  c u a d r o  en e l  que  c o ï n c i d a  e s t e  n u m é r o  ( 2 0 0 ) 
n o s  e x p r e s a r a  l a  c o n c e n t t a c i o n  de p r o t o p l a s t o s .  S i  e l  n u m é r o  
t o t a l  de c e l u i  as  c o n t a d a s  no a l c a n z a  e l  de 2 0 0 , e l  n u m é r o  t o ­
t a l  de p r o t o p l s t o s  c o n t a d o s  se m u l t i p l i c a  p o r  1 0 '^,
68,
PRODUCcir iN n r  P R n i n p L n s T n s
Co nr i i  c i n n e s  u p t i r n a n  d e t e r m i n a d a s  p a r a  c a da  uno de 1 ns  h o n g n s
P en i  c i  ]. 1 i  Lim n x a 1 i  c um. -
f ingûn P e b e r d y  y [ l u c k l e y  ( 1 9 7 6 ) .
P r c ; p a r a c i n n  d e l  m i c e l i o :
r i  h on go  ne i n o c u l a  con 2  ml  de s u s p e n s i o n  do e s p n ­
r a s  en m a t r a c e s  de lOP ml  de c a p a c i d a d  con 2 0  ml  do m e d i o  de 
c u l t i v e ,  en a g i t a c i o n  a 2 2 0  r . p . m ,  a 2 5S 0,  d u r a n t e  2 0  t i o r a s .
Al  c a bo  de e s t e  t i e m p o  c l  m i c e l i o  c r e c i d n  en b o 1 i t  a s muy t e —  
n u e s  se d i. s g r e g a  suav eme nt e  c on  a g u j a s  e nma ng ad as  y se l a v a  3 
v e c e s  en OINH^ 0 , 8  M, p o r  c e n t r i F u g a c i o n  s u a v e  ( 1 0 0 0  r . p . m . ) ,
8  n 1 u c i  o n e s t a b i l i z a d o r a :
Oe t e  dns l e s  es t a b  i l i  zado r  os  p r o b a d o s ^  e l  mas i i l o n e o  
Pué e l  ClNH^j  a c o n c e n t r  o c i o n  0 , 8  M p r é p a r a  do en t a m p o n  de c i -  
t r a t o - F o s T a t o - b o r a t o  pR 5 , 5  50mM,
#  Q o l u c i o n  de e n z i m a s :
Oe l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  p r o b  a d as  l a  do m e j o r  r er ; u l t_ a  
dns Fue a p a r t i r  de 4 m g / m l ,
O o n d i n i o n e s  de c u l t i v o :
r i  m i c e l i o  se  p o n d  a i n c u b a r  en l a s  c o n d i c i o n e s  des^ 
c r  i  t  a s on c l  m é t o d o  g e n e r a l ,  en m a t r a c e s  de 25 ml  de c a p a c i —  
d a d ,  en a g i t a c i o n  a 70 r . p . m ,  a 3 1 n p ,  d u r a n t e  24 h o r a s .  L as  -  
m u e s t r  as, se t oma n  r i u r a n t e  l a s  t r e s  p r i m e r a s ,  h o r a s  y I n e g o  a
69,
l a s  12 y 24 h o r a s .
N e u r o s p o r a  c r a s s a . -
Segun Reyn .. y L o h o z  (1977),
P r e p a r a c i o n  d e l  m i c e l i o ;
M a t r a c e s  de 100 ml  de c a p a c i d a d  con  20 ml  de m e d i o
so i n o c u l a n  con  2  ml  rie s u s p e n s i o n  de e s p o r a s  y s e i n c u b a n  —
on c u l t i v a  o s t a c i o n a r i o  a 2 5 5 0 ,  d u r a n t e  40 h o r a s ,  D e s p u e s  de
V
e s t e  t i e m p o  e l  m i c e l i o  c r e c i d o  de m a n o r a  muy t e n u e , se  d i s ------
g r e g a  c on  l a s  a g u j a s  y se l a v a  t r e s  v e c e s  en u na  s o l u c i o n  de 
m a n i t o l  0 , 0  M p o r  c e n t r i  F u g a c i o n  a 1000 r . p . m ,  d u r a n t e  10 m i ­
n u t e s ,
S o l u c i o n  e s t a b i l i z a d o r a ;
Or> t o t l a s  l a s  s o l u c i o n e s  p r o b a d a s  l a  mas a p r o p i a d a  p_a 
r a  e s t e  b on go  Fue l a  de m a n i t o l  0 , 8  M, en t a mp o n de c i t r a t e —  
F o s F a t o - b o r a t o  pf i  5 , 5  50 mM,
S o l u c i o n  de e n z i m a s ;
La c o n c e n t r a c i o n  e n z i m a t i c a  a p a r t i r  de l a  c u a l  se 
p r o d u j o  m e j o r  r e n d i m i e n t o  Fue de 4 m g / m l  en t a m p o n  de c i t r a t o _  
FosF a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  50 mM,
C o n d i  c l o n e s  de c u l t i v e :
G m l de l a  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  en e s t a b i l i z a d o r  -  
con  2 ml  (Je l a  s u s p e n s i o n  de e n z i m a ,  se  p on en  a i n c u b a r  en ma­
t r a c e s  de 25 ml  de c a p a c i d a d  en c u l t i v o  e s t a c i o n a r i o  a 3 5 5 C, 
d u r a n t e  24 h o r a s .  R e a l i  z ando l a  t o ma  de m u e s t r a  c a d a  h o r a , du
70.
r e n t e  I n s  t r e s  p r i m e r a s  h o r a s  y l u e g o  a l a s  1 2  y ?4 h o r n s ,  
A s p e r g i l l u s  n i r l u l  a n s , -
Oegun Peber rJy  y G i b s o n  ( 1 9 7 1 , 1 9 7 2 )  y M u s i l k o u a  y F e n c e l  ( 19G7)
P r e p a r a c i o n  d e l  m i c e l i o :
L o s  m a t r a c e s  do 100 ml  de c a p a c i d a d  con 20 ml  do me 
d i n  30 i n o c u l a n  con 2  ml  de s u s p e n s i o n  de e s p o r a s  y se p o n e n  
a i n c u h a r  a 255 0 ,  on c u l t i v o  e s t a c i o n a r i o  d u r a n t e  2 0  h o r a s ,  -  
A l  c n b o  do e s t e  t i e m p o  e l  m i c e l i o  se  l a v a  t r e s  v o c e s  con una  
s o l u c i o n  de s a c a r o p a  0 , 9  M, p o r  c e n t r i P u g a c i o n  s u a v e .
S o l u c i o n  e s t  a b. i  1 i  z a d o r  a ;
Do t o r i a s  l a s  s o l u c i o n e s  p r o b a d a s  l a  mas a d e c u a d a  on 
e s t e  c a s e  es 1 a de g a l a c t o s e  ( l ,R M y C.1^ 0 a a l  3 /  en p m p o r c i o n  
4 : 1 ,  p r o p e r a d a  en t a mp o n de c i t r a t o - F o s f a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  50 
mM,
O o l u c i o n  e n z i m a t i c a ;
He l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  p r o b a d a s  l a  quo da m a j o r  ren_ 
d i m i e n t o  es l a  do 4 m g / m l  en t a m p o n do c i t r a t o - r o s r a t o - b o r a t o  
pH 5 , 5  50 mM,
C o n d i  c l o n e s  de c u l t i v o :
6  ml  de l a  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  on e s t a b i l i z a d o r  -  
so  p o n e n  j u n t o  co n 2  ml  de s o l u c i o n  e n z i m a t i c a  en m a t r a c e s  dc 
25 ml  de c a p a c i d a d  en a g i t a c i o n  a 70 r . p . m ,  y a 3 1 " C, d u r a n t e  
2 0  b o r a s . 1.1 e v n n d o  c o n t r o l  es e l  m i c r o s c o p i o  d u r a n t e  1 as t r e s  
p r i m e r a s  l i e r a s  y l u e g o  a l a s  1 2  y 24 h o r a s .
7 1 ,
Only sti r: tuo wcrsicolor.-
Gequn S t r u n c k  ( 1 9 6 5 ,  1 9 6 7 ,  I ' ' 7 ü )  y De v r i e s  y Ho s s g I ; ;  ( 1 9 7 2 )
P r n p a r a c i o n  d e l  m i c e l i o ;
M a t r a c e s  do 1 ( 10  ml  de c a p a c i r i a d  con  2 0  ml  do m e d i o  
se i n o c u l a n  con 2  ml  de s u c p e n G i o n  de m i c e l i o  y so i n c u l n a n  en 
c u l t i v o  e s t a c i o n a r i o  a 255(1. d u r  a n t e  4 0 ( l o r a s .  PI  m i c e l i o  a s i  
c r e c i d o  so l a v a  t r e s  v e c e s  con u na  s o l u c i o n  de OO^Mg 0 , 0  M, 
S o l  u c i  on e a t a l i i l  i  z a d o r a  :
D r  t o  d o c  l o s  es  t a b  i l i  z a d o r  es  p r o b a r i o s  e l  mas a d c c u a  
do r e s o l  t o  s e r  30^/1 g 0 , 8  M. on t a m p o n  do c i t r a t e - F o s F a t o - b o r a  
t o  pH 5 , 5  0 , 0 5  M,
5 n l u c i  on e n z i m a t i c a :
(.a s o l u c i o n  de c o n c e n t r a c i o n  mas a p r o p i a d a  r e s u l t o  
s e r  l a  do 4 m g / m l  on t amp o n de c i t r a t o - F o s F a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  
50 mM.
f l o n d i c i o n e s  do c u l t i v o ;
6  ml  do l a  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  on e s t a b i l i z a d o r  y 
2  ml  do 1 a s o l u c i o n  e n z i m a t i c a  se p o n en  a i n c u b e r  en m a t r a c e s  
de 25 ml  do c a p a c i  dad en c u l t i v a  e s t a c i o n a r i o  a 305(1,  d u r a n t e  
24 b o r a s ,
A s p e r g i l l u s  n i q c r . -
5 eg un  M u s i  1 k o v a  y F e n c e l  ( 1 9 6 7 )
C o n d i c i o n e s  de  c u l t i v o :
M a t r a c o s  dc 100 ml  do c a p a c i d a d  c on  20 ml  do m ed i o
72 .
se i n o c u l a n  con 2  ml de s u s p e n s i o n  de e s p o r a s  y se i n c u b n n  en 
a g i t a c i o n  a 220 r . p . m ,  y a 2 0 5 C d u r a n t e  20 h o r a s ,  F I  m i c e l i o  
en e s t a s  c o n d i c i o n e s  c r e c e  en p e r i u e o a s  b o l i t a s  l a s  c u a l  es se 
d i s g r e g a n  c o n  l a s  a g u j a s  de a c e r o  o nma n ga d as  de m a n e r a  s u a v e  
y se l a v a n  t r e s  v e c e s  con  una  s o l u c i o n  do s a c a r o s a  0 , 9  M, p o r  
c e n t r i f u g a c i o n  s u a v e ,
S o l u c i o n  e s t  ah i 1 i  z a do r  a :
Do t o  das  l a s  p r o b a d a s  ^ 1  a s o l u c i o n  mas a p r o p i a d a  f u c  
l a  de g a l a c t o s e  0 , 8  M y C l ^ C a  a l  3%  en p r o p e r c i o n  de 4 : 1 ,  Be­
gun  l o s  a u t o r o s  a n t e r i o r m e n t e  c i t a d o s ,  e l  l a v a r  e l  m i c e l i o  —  
co n s a c a r o s a  j u n t o  con  l a  p r e s e n c i a  de C l g Ca  en l a  s o l u c i o n  -  
e s t a b i l i z a d o r a ,  a y u d a  a a u m e n t a r  l a  p r o d u c c i o n  de p r o t o p l a s - -  
t o s  y l a  i n t e g r i d a d  de l o s  m i s m o s ,
O o l u c i o n  e n z i m a t i c a :
La c o n c e n t r a c i o n  e n z i m a t i c a  a p a r t i r  de l a  c u a l  se -  
p r o d u c e  un b u e n  r e n d i m i e n t o  en l a  p r o d u c c i o n  de p r o t o p l a s t o s ,  
es  l a  de 4 m g / m l ,  p r e p a r a n d o s e  u na  s o l u c i o n  c on  e s t a  c oncen^- ^  
t r a c i o n  en t a m p o n  de c i t r a t o - F o s C a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  5(1 mM,
C o n d i c i ( n o s  de c u l t i v o :
Fn ( n a t r a c e s  de 20 ml  de c a p a c i  dad se p o n e n  a i n c u b a r  
6  ml  de l a  s u s p e n s i ( 5 n  de m i c e l i o  en e s t a b i l i  z a d o r  j u n t o  con -
2 ml  de s o l u c i c i n  e n z i m a t i c a  a 3 1 5 c ,  en a g i t a c i ( é n  a 70 r . p . m ,  
d u r a n t e  24 h o r a s ,
u c h i z o p h i l l u m  commune, -
3 eg un De v r i c s  y (le s s e l  s ( 1 9 7 2 )
7 3.
P r  o p a r  3  n i n n d n i  ;n i c f ; 1 i  o :
p i n  7 m] rie une  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  se i n c u b e n  me 
t r n c n s  d n IHH ml  dc c n p n c i d o d  con  2(1 ml  de m ed i o  de c u l t i v e ,  
on c u l t i v o  e s t a c i o n a r i o  a 2 5 5 C. d u r a n t e  40 h o r a s .  Cl  m i c o l i o  
c r e c i d o  on e s t a s  c o n d i c i o n e s  se d i  s g r e g a  s u a v e m e n t e  c on  l a s  a 
g u j a s  y se 1 a va t r o ' :  v o c e s  con ClNIl^^ D, B M,
o o 1 Li C i  on o s 1; -al) i l i  z a d o r a :
' Pc t o d a s  l a s  s o l u c i o n e s  p ro b a r J a s  l a  que d i o  m e j o r e s  
r e s u l t ado s Pue l a  de C l  NI1^  0 , 8  M, en t a m p on  de c i  t r a t o - t  o s F a -  
t o - b i ' r a t o  pl l  5 , 5  58 mM,
l o i  u n i o n  e n z i m a t i c a :
L o s  m o j o r o s  r n s u l t a d n a  se o b t u v i e r o n  a p a r t i r  de —  
co n c e n t  r  a c i  n n r; s de G m g / m l ,  p r o p e r  an do u na  s o l u c i o n  de e s a  —  
c o n c e n t r a c i o n  on t a m p o n  de c i t r a t o - P o s P a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  5(1 -  
mM,
C o n d i c i i i n o s  do c u l t i v o ;
G ml  de l a  s u s p e n s i o n  de m i c e l i o  on e s t a b i l i z a d o r  -  
so p o n en  a i n c u b a r  j u n t o  con  2  ml  de l a  s o l u c i o n  e n z i m a t i c a  — 
on a g i t a c i o n  a 711 r , p , m, y 315C d u r a n t e  24 h o r a s .
M u c o r  m u c o d o , -
Begun R a m i r  o z - l . e o n  y Ru i  z - l  1er r e r a  ( 1 9 7 2 )
P r e p a r a c i o n  d e l  mi  c o l i o :
2  ml do s u s p e n s i o n  de e s p o r a s  se i n o c u l a n  en m a t r a  
c e s  de I f lP ml  de c a p a c i  dad c nn  2(1 ml  do m ed i o  y se i n c u b  an a
7 4 .
2 5 5 c . en c u l t f v o  e s t a c i o n a r i o  d u r a n t e  48 h o r a s .  A l  c abo  de es 
t e  t i e m p o  e l  m i c e l i o  c r e c i d o ,  se l a v a  t r è s  v o c e s  p o r  c e n t r i f i J  
g a c i o n  s u a v e  on u na  s o l u c i o n  de C l N a  8 , 8  M.
Su 1 u c i  o n e s t a b i l i  z a d o r a ;
De t o d a s  l a s  s o l u c i o n e s  p r o b a d a s  l a  pue da m e j o r  r_e 
s u l t a d n  es l a  de C l N a  0 , 0  M en t a m p o n  de c i t r a t o - f o s F a t o - b o r _ a  
t o  pl l  5 , 5  50 mM.
S o l u c i o n  e n z i m a t i c a :
La s o l u c i é n  mas a d e c u a d a  f u é  l a  que c o n t e n i a  4 m g / m l
en t a m p o n  de c i t r a t o - F b s f a t o - b o r a t o  pH 5 , 5  50 mM,
C o n d i c i o n e s  de c u l t i v o :
Se i n c u b a  en a g i t a c i o n  a 70 r . p . m ,  y a 3 1 np en l a s  
m i s m as  c o n d i c i o n e s  d e s c r i t a s  que  en e l  c a s o  a n t e r i o r ,  d u r a n t e  
24 h o r a s ,
RCCULNTO DC PROTOPLASTOS, -
La c u a n t i F i c a c i o n  se l l e v o  a ca bo  en un h e m a t o c i t o -
m e t r o  p o r  e l  m e t o d o  a n t e r i o r m e n t e  d e s c r i t o ,  D a b i  do a l a  m o v i -
l i  dad y F r a g i l i d a d  de l o s  p r o t o p l a s t o s , e l  c o n t a j e  so r e p i t i o  
B v o c e s  c o l  c u l a n d o s e  un v a l o r  m e d i o  rie p r o t o p l a s t o s  p r o d u c i  dos  
p o r  2 1  mg rie pe so  s e c o  de m i c e l i o  p o r  m a t r a z ^ Ç o n  2 , 6  mg de p_e 
50 s e c o  p o r  ml  de m e d i o ,  ‘
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T r c f J i C A n  Df: M i c R P n c n r i A  r L c c T R f i N i c A  p a r a  P A R r u r n  CFUJLARrB
T e c n i c n  cJe somt i reaelg con  A u / P d . -
Mod i  o n t o  l  a a p l i c a c i o n  da e s t a  t a c n i c a ,  se o b s e r v a  
a l  m i c r o o c o p i o  e l e c t r o n i c o  l a  m o r f o l o g i a  e x t e r n a  de p a r e d e s  -  
j o v e n n s  a n t e s  y d e s p u e s  de s e r  s o m e t i d a s  a l a  l i s i s  e n z i m a t i ­
c a .  L as  p a r a d e s  son l a v a das  t r e s  v e c e s  con  agu e d o s t i l a d a  p o r  
c e n t r i  F u g a c i o n  a ACinfl r . p . m .
L as  p a r e d e s  1 e v a d e s  se c o l o c a n  s o h r e  r e j i l l a s  co n -  
p e l i c u l a  do F o r m v a r  r e F o r z a d a  c on  c a r b o n o ,  p a r a  l o  c u a l  e s t a s  
r e j i l l a s  se p r e p a r a n  s o b r e  p a p e l  do F i 1 t r o  p r e v i a m e n t e  humede 
c i  d o,  P a r a  a p l i c a r  l a  m u e s t r a  s o b r e  l a  r e j i l l a  se  p on e s o b r e  
e s t a  una  go t a  do l a  s u s p e n s i o n  de p a r e d e s  c on  u na  p i p e t a  Pa s­
t e u r ,  con  c u i d a d o  de no d a n n r  l a  r e j i l l a .  La  r e j i l l a  con l a  -  
m u e s t r a  so c o l o c a  en una p l a ç a  p e t r i  y se s e c a  en es LuFa a —  
3 7 " C, l lnn v e z  s e c a s  l a s  p r e p a r a c i o n e s  se o b s e r v a n  a l  m i c r o s c o  
p i o  o p t i c o  p a r a  c o m p r o b a r  l a  c o l o c a c i o n  de l a  m u e s t r a ,  A c o n -  
t i n u a c i o n  l a s  p a r e d e s  se s o m b r e a n  con  A u / P d  en un v a p o r i z a d o r  
Siemens,
P r e p a r a c i o n  de - c e r t e s  u l t r a F i n o s . -
1 -  C l  m a t e r i a l  que se va a c o r t a r  se l a v a  t r e s  v e c e s  con — -
agua d c r . t i l a d a ,  p o r  c e n t r i  F u g a c i o n  a APOn r . p . m .  d u r a n t e  
15 m i n u t e s .
2  -  r i j a c i o n  de l a  m u e s t r a  c o n t e n i  da en e l  t u b o  de e n s a y o  con
76,
s o l u c i o n  a c u o s a  de MnU^K a l  ?' /  „ La m u e s t r a  se cub r e  con 
e s t a  s o l u c i o n  y so i n c u b a  d u r a n t e  dns h o r a s  a t e m p e r a t u r a  
a r n b i e n t e ,
3 -  D e s h i d r a t n c i o n  de l a  m u e s t r a  con  a c e t o n e ,  a t e m p e r a t u r a  -
a m h i e n t e  do l a  s i g u i c n t e  m a n e r a :
a)  T r a t a m i o n t o  con  a c e t o n e  a l  d u r a n t e  15 m i n u t e s ,
b )  "  " a c e t o n a  a l  5 ü %  "  30 "
c )  "  " a c e t o n a  a l  7 0 ^  " 30 "
d )  " " a c e t o n a  a l  7 0 ^  mas una s o l u c i o n  rie con_
t r a s t e  de a c o t a t o  de u r a n i l o  ( CH3 C0 0 ) ^ 0 0 ^ 2 H2 O) a una 
c o n c e n t r a c i o n  f i n a l  d e l  2 % f  d u r a n t e  1 2  o mas b o r a s .
e)  T r a t a m i e n t o  con a c e t o n a  a l  9 r \%  d u r a n t e  30 m i n u t o s ,
r )  " " a c e t o n a  a l  10O/o " 30 m i n u t o s ,
g )  "  " a c e t o n a  man 3 0 ^ Cu ( c r i s t a l o s )  r i u r a n t e  -
30 m i n u t o s .
I i )  T r a t a m i e n t o  con  a c e t o n a  y 30/ ,Cu d u r a n t e  30 m i n u t o s .
4 -  I n c l u s i o n  de l a  m u e s t r a  cn A r a l d i t a  o " O u r c u p a l " ,
a)  T r a t a r  l a  m u e s t r a  c on  o x i d o  dc p r o p i l e n o  d u r a n t e  una -  
h o r  a ( e l  o x i d o  do p r o p i l e n o  ha ce de p u e n t e  e n t r e  l a  re_ 
s i n a  o p o x i  " o r a l d i t a "  y l a  a c e t o n a ) .
b )  T r a t a r  con  o x i d o  do p r o p i l e n o  1 b o r a ,
c )  " con o x i d o  de p r o p i l e n o  y A r a l d i t a  I  on p r o p e r —
c i o n  3 : 1  d u r a n t e  dos h o r a s ,
r l )  T r a t a r  con o x i d o  do p r o p i l e n o  y A r a l  d i t a  I on p r o p e r —
c i o n  de 2 : 2  d u r a n t e  Una h o r a s ,
e)  T r a t a r  con o x i d o  do p r o p i l e n o  y A r a l d i  La on p r o p o r c i o n  
de 2 : 2  d u r a n t e  u na  b o r a
7 7 .
f )  T r a t a r  l a  m u e s t r a  c nn  o x i d n  dm p r o p i l e n o  y A r a l d i  t a  I  -  
en p r o p o r c i o n  de 1 : 3  d u r a n t e  dns, h o r a r , ,
g )  T r a t a r  con  A r a l d i t a  I  d u r a n t e  12 a 24 h o r a s  en e s t u T a  -  
a 5(15c .
h)  T r a t a r  n u e v a m e n t e  con  A r a l d i t a  I  de 1 2 a  2 4 h o r a s  en e a -  
t u T a  a 5 n s p ,
i )  T r a t a r  con  A r a l d i t a  I I  d u r a n t e  una  h o r a  a 5DSC,
j )  "  "  " "  "  30 m i n u t o s  a 5 n s C .  E s t e
p.' iso se r e a l i z e  d e n t r o  de l a  c a p s u l a  de s i l i c o n a ,
Una v e z  F i n a l i z a d a  l a  i n c l u s i o n  de l a  m u e s t r a ,  l o s  
c e r t e s  se r o a l i z a n  en un u l t r a m i c r o t n m o  L . K . R .  con  c u c h i l 1 a -  
de V i  d r  i  o .
T i  n c i  o n de c e r t e s  u l t r a P i n o s . -
Begun l a  t e c n i c a  de R e y n o l d s , E . S . ( 1 9 6 3 ) ,
La t i n c i o n  de l o s  c e r t e s  se r e a l i  za cnn c i t r a t e  de
p i o m n .
R é a c t i v é s  :
-  N i t r a t e  de p l n m o  ( N O ^ ) 2 ^ 6    1 , 3 3  g r .
-  C i t r a t e  de so d i o  ( CgH^O,^) Na.  2 H ^ D  1 , 7 6  g r .
( C g H g n ^ ) N a . 5 , 5 H ^ n    2 , 1 4  g r .
-  Agua d e s t i l a d a ---------------------------------------------- —  30 ml
P r n o c d i m i e n t n
Una v e z  m e z c l  a d o s  l o s  r é a c t i v é s  se a g i t a  F u e r t e m e n -  
t e  l a  m e z c l a  d u r a n t e  1 m i n u t e  y c on  i n t e r v a l e s ,  h a s t  a un t i n m  
po de 30 m i n u t o s ,  p a r a  que o c u r r a  l a  c o n v e r s i o n  t o t a l  d e l  n i -
78,
t r a t n  nn c i t r a t o  de p l u m e .  A l a  m e z c l a  a s i  p r e p a r a d a  se l e  a -  
f la de  n ml  do NaOH IN y se d i l u y e  h a s t a  5D ml  c on  a gu a d e s t i l ^  
d a ,  m e z c l a n d o  b i e n  p e r  s i m p l e  i n v e r s i o n .  En e l  c a s o  que l a  —  
m e z c l a  p r e s e n t e  t u r b i d e z ^ e s t a  se é l i m i n a  p o r  c e n t r i  F u g a c i o n .  
E s t a , s o l u c i o n  se c o n s e r v e  en F r e s c o s  de p o l i e t i l e n o  d u r a n t e  -  
s e L s m e s e s .
L q s  c e r t e s  se t i F î e n  en e s t a  s o l u c i o n  d u r a n t e  u n --------
t i e m p o  que d e p e n d e  d e l  t i p o  de i n c l u s i o n  u t i l i z e d a .  P a r a  i n —  
c l u s i o n e s  c on  r é s i n a s  e p o x i ,  como es l a  a r a l d i  t a  e s t e  t i e m p o  
o s c i l a  e n t r e  15 y 30 m i n u t o s .  T r a n s c u r r i d o  e s t e  t i e m p o  1 os  —  
c e r t e s  se l a v a n  v a r i a s  v e c e s  con agua d e s t i l a d a .
En P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , se r e a l i z a r o n  c e r t e s  u l t r a  
F i n n s  en s u s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s  de 3 d i a s ,  a n t e s  y d e s p u o s  d e l  
a t a g u e  e n z i m a t i e n , y en m i c e l i o  j o v e n  ( 3  d f a s )  y v i e j o  ( 1 4  —  
d f a s ) . En t o d o s  1 n s  Casos e s t u d i a d o s l o s  c e r t e s  se h i c i e r n n  de 
p r e p a r a c i o n e s  en F r e s c o ,  p a r a  l o  c u a l  l a s  p a r e d e s  no se s e c a -  
r o n  c o n  a c e t o n a ,  s i n e  que  d e s p u é s  de s u o b t e n c i S n  se F i j a r o n  
d i r e c t a m e n t e  con  p e r m a n g a n a t e . D e b i d o  a l a  p o c a  c o n s i s t e n c i a  -  
p r e s e n t a d a s  p o r  l a s  p a r e d e s  y e l  m i c e l i o , a m b n s  se i n c l u y e r o n  
en a g a r  p r e v i a m e n t e  a l a  f l É s h i d r a t a c i o n .
78 b i s
PRDCEDENCIA DE LOS RCACTIVDS EMPLEADD5
Los r é a c t i v é s  em p lead os  en to d o s  e s to s  e x p e r im e n t o s  -  
F uero n  de p u r e z a  a n a l i t i c a ,  p r o c e d ie n d o  de l a s  F ir m a s  s i g u i e n —  
t e s :
V--
P ro b u s ;  S . A . ;  B a d a lo n a  ( E s p a n a ) ;  E ,  M e r c k ,  D a r m s ta d t  
( A l e m a n i a ) ;  S e r v a ,  H e i l d e l b e r g  ( A l e m a n i a ) ; D iF c o ,  D e t r o i t  ( U . S .  
A . )  ; R i e d e l ,  De Haën AG -  S e e lz e  H a n n o ve r  ( A l e m a n i a )  ; May and 
B a k e r  LTD* Dagenham ( I n g l a t e r r a ) ; F lu k a  A G Busch SG ( S u i z a ) ;  
S ig m a, S t .  L o u is  M .O . ( U . S . A . ) ;  K o c h - L ig h ,  L a b o r a t o r i e s  L t d .  —  
C o ln b r o o k ,  Bucks ( i n g l a t e r r a ) ;  BDH, P o o le  ( i n g l a t e r r a ) .
R E S U L T A D O S
79.
P B n i  c j, 1.1 i  1 1 m o x n 1 i, c u ' n
G r'D rJ CI d f  ; n u t  u 1 i  ", i. s . ■
A l a s  4 8 l i n r a s  Hn i n c u b a c i o n  on  l a s  c n n d i  c l n n o s  y  a 
d o s e r  i  t o n  s o  o b s e r v a  u n  a b u r i d . - i n t e  c r c c i r n i o n b o  d o l  m i c e l i o  a l -  
c . ' i nz . ando c l  p e s o  m. ox i mo  a l a s  7 2  h o r a s  ( 1 1 1 3 , 6  rng,  de  p n s o  s c -  
c o / m u R s t r a ) . Fn  l o  f i g u r a  U I I I ,  s o  o n c u o n t r a n  m p r o s e n t o d o s  -  
,1ns v a l o r  o s de  l o s  d i s t i n t n s  g r a d o s  r ie a u t o l i s i . s  a l c a n z a d o s  -  
p o r  n i  h o n g o ,  c o n  c l  t i n m p n  do  i n c u b a c i o n  ( e x p r o s a d o  en  d r a s ) . 
r  n n o t a  F i g u r a  p o d o m o s  o b s o r v a r  u n  a u m e n t o  p r o g r c s i v o  d e l  gra_
dn dm . a u t o l i s i s  a l o  l a r g o  de  e s t e  p é r i o d e ,  q u e  v a  d n s d e  u n  -
1 9 , n p a r a  n i  d f a  s n x t o  de  c r e c i m i e n t o  ( t e r c e r o  de  a u t o l i s i s )  
h , a s t a  un  9 5 en e l  d £ a  5 3  de  i n c u b a c i o n .
U o r i a c i o n  d e l  pU en  l a  a u t o l i s i s . -
f r i  l a  s i  g u i  e n t e  t a b l a  s e  h a n  a g r u p a d o  l o s  v a l  o r e s  —
d o  p l l  en  l o s  d i  s t i  n t o  s d f  a s  d e l  p e r f u d n  de  i n c u b a c i o n .
D i a s  pH
2 3 , 4
3 4 , 0
G 9 , 0
1 4  n , 2
49  6 , 3
6 3  6 , 0
E s t o s  d a t e s  d e m u e s t r a n  q u e  l a  f  a s c  do  . a u t o l i s i s  en
80,
en e s t e  hongo t r a n s c u r r e  a pH b a s i c o ,
l / a l o r a c i o n  de e n z i m a s  i f t i c a s . -
Las e nz im as  l î t i c a s  v a l o r a d a s  F u e ro n :
-  Q u i t i n a s a ,
-  ^ - N - a c e t i l g l u COSa m in id a s a .
-  F o s f a t a s a  a c i d a .
-  F o s f a t a s a  a l c a l i n a .
-  j B - 1 - 3  g l u c a n a s a .
-  I n v e r t a s a .
-  C e l u l a s a ,
-  D e x t r a n a s a .
-  P o l i g a l a c t u r o n i d a s a ,
-  ^ - 1 - 4  g lu c a n a s a .
-  ^ - 1 - 6  g lu c a n a s a .
-  A m i la s a .
Los r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  p a r a  e s t a s  v a l o r a c i o n e s  en 
z i m a t i c a s ,  r e a l i z a d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e i n i c o s  d e l  l i ­
q u id e  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  a s f  como l o s  co—  
r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m a t i  cas r e t e n i d a s  p o r  —  
l a s  p a r e d e s  de 3 d f a s ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s ,  en l a  t a ­
b l a  I I I ,  La c a n t i d a d  de p r o t e f n a s  o b t e n i d a s  en l o s  p r e c i p i t a ­
dos d e l  i f q u i d o  de c u l t i v o  y e x t r a c t o  de m i c e l i o  f u é  r e s p e c t ^  
va m e n te ,  1 0 , 3  y 0 , 9 5  mg. de p r o t e f n a / m u e s t r a .
P a redes  c e l u l a r e s . -
Las p a r e d e s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s  f u e r o n  de edades —
81,
c omp  r  en  ( i l  i I on e n t r e  2 y  l A d i n s ,  L e  n h t c n c i o n  de  [i a r  c cl e s dn  mas
c d a d f u c  t n  t a l m o n t n  i m p  n s i  h i c ,  y  c ctuc n p a r t i r  r l n l  d i a  14 n i
m i c e l i o  n p c r n c e  h a c t r n t e  d c s h e c h n ,  c o i n c i  d i c n d n  e s t e  h c  c l i n  — 
c o n  c l  a], t o  g r c . d n  do  m i t o l . i  s i  s , a l  c a n z a d n  p o r  e s t e  h o n g o ,
Gradn  d,n ] :i. :, i  s dn l a s  p a r c  d e s C G l u l n r e s  con n i  t i e m p o  dc i n  eu 
b a c i o n . -
L o s  g r n i ^ c s  d o  l i s i s  a l  c n n z a d o s  p o r  p a r  c d o s de  d i r e -  
r e n t e s  e d a d e s  c o n  c l  t i e m p o  dm i n c u b a c i o n ,  s e  e n c u e n t r a n  a g r u  
p a d o s  on  .1 o t a b l a  I . L o s  b l a n c o s  de  l a s  p a r e d e s  h e r v i d a s  y  s i n  
h e r v i r ,  no  p r e s o n t a n  n i n g u n a  a l t e r a c i o n  a l o  l a r g o  de  l a s  120  
i i o r a s  r in i n c u b a c i o n .
L a l i s i s  | i r o g r e s i \ / a  d o  l a s  p a r e d e s  j o v e n e s  ( 2  d f  a s )
y  v i c j a s  ( l ' i r i f a s ) ,  c o n  e l  t i e m p o  de  i n c u b a c i o n  ( h o r a s ) ,  s e  en_
e u e n t r o  r o n r o s o n t e d a  e n  l a  f i g u r a  I X .
L u  1 a f i e urCl  X ,  s e  h a i  r e p r e s e n t a d n  1 n s  g r a d e s  de  1 
s i 3 a l c a n z o d n s  ( e j r  do  o r d e n e d a s )  a l a s  12H h o r a s  de  i n c u b ,  
c i o n ,  [ l o r  l a s  p a r e d e s  de  d i f e r e n t e s  e d a d e s  ( e j e  de  a b s c i s a s ) .
U a l o r a c i i  . n o n  r e a l j  z a d a s  en  l o s  h i d r o l i z a d o s  de  l a s  p a r e d e s  —  
d e s p u o s  de  1 2h  h o r - s  d e  l i s i s . -
L o s  v a l o r  a c l o n e s  l l n v n d a s  a c o t i o  en  e s t o s  t i i  d r o l  i  za  
d o s  f u e r n n :
-- N - a c o t i l g l u c n s a m i n n ,
-  G l u c o r  - i .
-  Bu s  t a n  c i  a s  r o  d u e  t e r  a ' ? .
\
8 2 .
-  C a r b o h i r i r a t o a  t o t a l e s .
»
Los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s  rie e s t a s  v a l o r a c i o n e s  se -  
e n c u e n t r a n  a q r u p a r i o s  en l a  t a b l a  I I .
n i c r o s c o p i a  o p t i c a . -
E l  a s p o c t n  m o r f o l o g i c o  que p r e s o n t a n  l a s  p a r e d e s  c_e 
l u i  a r e s  a l  s e r  n i o s e r v a d a s  a l  m i c r o s c o p i o  o p t i c o ,  d e s p u és  de -  
su o b t e n c i o n ,  p u e d e  v e r s e  en l a s  f i g u r a s  1 y 2 ( p a r e d e s  j o v e -  
nes  de 2 d f a s ) , y en l a s  f i g u r a s  3 y 4 ( P a r e d e s  de 14 d f  a s ) .  
En t o d a s  l a s  F o t o g r a f f a s  l a s  p a r e d e s  se o b s e r v a n  1 i m p i  as de -  
con t e n i  do c i  t o p l  a s i n a t i  co .
M i c r o s c o p f a  e1 e c t  r  o n i  c n . -
La e s t  r  u c t  u r  a m i  c r  b f  i  ti r  i  1 a r  de l a s  p a r e d e s  j  o v e n e s 
de 3 c l f a s ,  f u é  n b s e r v a d a  a l  m i c r o s c o p i o  e l e c t r o n i c o  en p r é p a ­
r a  c i o  nos  de p a r e d e s  s o mb r e a d a s  con A u / P d ,  como puede  v e r s e  cn 
l a s  f o t o g r a f f a s  1 y 3.  Las  f o t o g r n f f a s  2 y 4 m u e s t r a n  e s t a s  -  
mi smas  p a r e d e s  a l a s  20 h o r a s  de l i s i s  p r o d u c i d a  p o r  sus  pro_ 
p i  a s e n z i m a s ,  p u d i  en do o b s e r v a r s e  en e l l e s  e l  c amb i o  e s t r u c t i j  
r  a l  p r o d u c i r l o  p u r  e l  a t a g u e  e n z i m a t i  co en d i  c h a s p a r e d e s ,  ap_a 
r e  c i  en do en e l l a s  n u m e r o s o s  p u n t o s  de a t a ( ] u e  en f o r m a  de ogu_e 
dades  o a g ù j e r o s .
C o r t e s  u l t r a f i n o s  de e s t a s  mi smas  p a r e d e s  ( t e n i d o s  
con c i t r a t e  dn p l o m o )  pue d en  o b s e r v a r s e  en l a s  f n t n g r a f f a s  5,  
7 y B, c o r r e s p o n d i e n t e s  a p a r a d e s  s i n  a t a c a r  e n z i m a t i camen t e  
y on l a s  gue p u e d e  v e r s e  como l a  p a r e d  e s t a  f o r m a d a  p o r  un •='«
8 3 .
c o n ju n to  de capas de d e n s id a d  e l e c t r o n i c a  d i f e r e n t e .  En l a s  -  
f o t o g r a f i a s  6 ,  9 ,  1 0 ,  1 1 . y 1 2 ,  puede o b s e r v a r s e  e l  cam bio  e s -  
t r u c t u r a l  s u f r i d o  p o r  l a s  p a r e d e s  después de 20 h o r a s  de a t a -  
qUB e n z i m a t i c o ;  e s t e  a ta q u e  no o c u r r e  de m anera u n i f o r m e ,  —  
s ie n d o  mas i n t e n s o  en unas zonas que en o t r a s  ( F o to s  11 y 1 2 ) ,
En l o s  c o r t e s  f in o s  de m i c e l i o  de 3 d fa s  ( s i n  a u t o -  
l i z a r )  de 14 d fa s  ( a u t o l i z a d o ) ,  podemos o b s e r u a r ,  qua d u r a n t e  
e l  p ro c e s o  a u t o l f t i c o  o c u r r e  una l i s i s  n a t u r a l ,  no s o lo  d e l  -  
c i t o p l a s m a  s in o  ta m b ié n  de l a  p a r e d  c e l ü l a r .  En l a s  f o t o g r a —  
f i a s  de m i c e l i o  jo v e n  ( f o t o s  1 3 ,  1 5 ,  17 y 1 9 ) ,  puede v e r s a  —  
c la r a m e n t e  l a  e s t r u c t u r a  d e l  c i t o p l a s m a  y de l a  p a r e d  c e l u l a r ,  
s ie n d o  e s t a  e s t r u c t u r a  de l a  p a r e d  c e l u l a r ,  c o m p a ra b le  a l a  -  
o b s e r v a d a  en c o r t e s  u l t r a f i n o s  de p a r e d e s  de 3 d fa s  ( f o t o s  5 ,
7 y 8 ) ,  A n a lo g a m e n te ,  l o s  m i c e l i o s  a u t o l i z a d o s  de 14 d f  as prsi 
s e n ta n  una d e s o r g a n i z a c i é n  t a n t o  d e l  c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o ,  
como de l a  p a r e d  c e l u l a r ,  s ie n d o  e s t a  a l t e r a c i é n  de l a  p a r e d  
c o m p a ra b le  ( f o t o s  14 ,  1 6 ,  18 y 2 0 )  a l a  o b s e rv a d a  en c o r t e s  *- 
u l t r a f i n o s  de p a r e d e s  de 3 d fa s  d espués de 20 h o r a s  de a ta q u e  
e n z i m a t i c o  ( f o t o s  6 ,  9 ,  1 0 ,  11 y 1 2 ) .
P r o t o p l a s t o s . -
En l a s  c o n d ic io n e s  ya  d e s c r i t a s  l o s  p r o t o p l a s t o s  de 
e s t e  h ongo, se o b t u v i e r o n  con b a s t a n t e  f a c i l i d a d ,  empezando a 
s a l i r  a p a r t i r  de l a  p r i m e r a  h o r a  de in c u b a c i é n  y o b te n ié n d o * -  
se e l  maximo r e n d i m i e n t o ,  a l a s  24 h o r a s .  Al cabo de e s t e  —  
t i e m p o ,  l a s  h i f a s  se o b s e rv a b a n  v 'ac fas  de c o n t e n id o  c i t o p l a s -
84,
m a t ic o  y con r o t u r e s  en su p a r t e  a p i c a l .
La r a o r f o lo g f a  de l o s  p r o t o p l a s t o s  F orm ado s ,  puede -  
o b s e r v a r s e  en e l  c on j u n t o  f o t o g r a f i c o  form ado p o r  l a s  f i g u r a s  
de l a  1 a l a  8 .  Como puede v e r s e  a lg u n o s  de e s to s  p r o t o p l a s —  
t o s ,  p r e s e n t a n  mayor c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o  ( f i g .  6 y 7 ) ,  -  
m i e n t r a s  que o t r o s  se o b s e rv a n  v a c fo s  de c o n t e n id o  ( f i g .  4 y 
5 ) .
La a u t e n t i c i d a d  de l o s  p r o t o p l a s t o s  fo rm ado s  se oom 
p ro b S  p o r  choque o s m o t ic o  en agûa d e s t i l a d a ,  o b s e rv a n d o s e  a -  
c o n t i n u a c i é n  muchos t r o z o s  de c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o  d i s g r £  
gados en e l  medio y n in g u n  p r o t o p l a s t o .  O t r a  p ru e b a  de su au­
t e n t i c i d a d ,  f u e r o n  l o s  feném enos de f u s i é n  que f r e c u e n t e m e n t e  
se o b s e r v a b a  e n t r e  e l l e s  ( f i g .  4 ) .
A l a s  24 h o r a s  de i n c u b a c i o n  l a  c a n t i d a d  de p r o t o —  
p l a s t o s  o b t e n i d a  p o r  mg. de peso seco de m i c e l i o  f u é  de 1 j 3  . 
1 0 ^ .
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L i s i s  de p a r e d e s  jé v e n e a  de l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c le s  de hongoa  
e s t u d i a d a s ,  con l e s  enz im as  I f t i c a s  de P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m .
Dada l a  f u e r t e  a c t i v i d a d  I x t i c a  p r e s e n t a d a  p o r  l a s  
en z im a s  dn P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , se p ro b é  e l  e f e c t o  que p roed  
c fa n  d ic h a s  enz im a s  s o b re  l a s  demas p a r e d e s  j é v e n e s  de l o s  —  
hongos e s t u d i a d o s .  En l a  m a y o r ia  de l o s  c a s o s ,  se o b s e r v é  que 
l o s  g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  d i s t i n t a s  p a r e d e s ,  —  
e ra n  mas e le v a d o s  que l o s  que e x p e r im e n ta b a n  d ic h a s  p a r e d e s ,  
a l  s e r  a ta c a d a s  con sus p r o p i a s  e n z im a s  i f t i c a s .
En l a  t a b l a  s i g u i e n t e  se e n c u e n t r a n  ag ru p a d o s  l o s  -  
g ra d o s  de l i s i s  { %)  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r e d e s  j o v e n e s ,  con -  
e l  t ie m p o  de i n c u b a c i é n .
PAREDES
Hongos  1__ ___2 _  5 24 48 72  96 120
N . c r a s s a  3 9 .1  4 3 . 8  5 4 . 3  6 3 . 0  8 7 . 0  8 7 . 6  8 7 . 6  8 7 . 6
(4  d f a s )
A . n i d u l a n s  1 6 . 4  1 9 . 7  4 9 , 2  5 0 . 8  5 0 , 8  6 2 . 3  6 2 . 3  6 2 , 3
(3  d f a s )
A . n i q e r  0 . 0  1 9 . 3  2 9 . 8  5 9 . 7  5 9 , 7  6 8 . 5  7 1 , 9  7 1 , 9
( 3 d f a s )
5 , commune 0 , 0  0 , 0  0 , 0  6 , 5  6 , 5  6 . 5  9 . 1  9 ,1
( 7  d f a s )
M.mucedo 2 9 , 6  3 6 , 4  3 8 , 7  4 0 ,  1 4 3 , 2  4 3 . 2  4 5 , 5  4 5 , 5
( 4  d f a s )
86,
TABLA I  -  P o n i c i l l i u m  i x n l i c u m
G r n r lo  dn l i s i s  ( ' / )  de p a r e d e s  do d i  P o r e n t e s  e- 
d a d o s  c on  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  on l a  s o l u c i o n  
en z i m a t i  c a ,
PAREDES _____________________________ un RAS____________________________
D ' a s  1 5 24 48 72 96 12D
2 2 4 . 2 2 4 . 5 7 8 . 8 8 3 . 4 8 7 . 9 9 0 . 0 9 5 . 5
3 3 9 . 5 4 2 .  2 7 9 . 0 8 2 . 9 8 5 . 5 0 5 . 5 8 5 . 5
7 3 4 .  3 3 4 .  3 7 7 . 2 8 1 . 4 8 5 . 7 8 5 .  2 8 5 .  2
i n 2D. 5 2 0 . 5 3 3 . 4 4 1 . 0 4 8 . 0 4 0 . 0 4 8 . 0
14 1 5 . 0 1 7 . 5 3 7 . 5 5 0 . 0 5 0 . 0 5 0 . 0 5 0 . 0
TAEiLA I I  -  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  .
C a r b o h i d r a t p s  t o t a l e s ,  sub s t a n c i  as r e d u c t o r a f ^  
g l u c o s a  y N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  p r o c e d e n t e s  de —  
l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  d e s p u é s  do 12D b o r a s  de lii_ 
d r o l i  s i s .
PAREDES __________ M i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o  de p a r e d e s ____________
D i a s  C a r b . T .  S u b t . r e d .  G l u c o s a  N - a c e t .
2 n n n . n  2 1 2 . 4  8 3 . 3  6 3 . 9
3 7 Sn . D 1 8 6 . 3  1 1 5 . 9  8 2 . 7
7 —  18(1.6 9 9 .  n 6 5 . 9
i n  —  5 4 . 6  3D. 4 2 0 . 8
14 4 5 ( . . n  7 9 . 7  5 0 . 6  2 2 . 5
87<
TADLA I I I  -  T n z i m a s  I i t i c a s  do P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m
a)  A c t i v i d a d e s  e n c o n t r a d a s  p e r  m u e s t r a  on e l  l i -  
q u i d o  de c u l t i v o  y on e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  
on c u l t i v o s  de 70 d i a s ,
b )  A c t i u i d a d  e s p e c i f i c a  en e l  I x q u i d o  de c u l t i v e  
y on e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  on c u l t i v o s  de 70 
d i a s ,
c )  A c t i v i d a d e s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  de p a r e —  
d es  j o v e n e s  ( 3 d x a s  ) ,
LNZIMAS a b c
mU/ mues t r a mU/mq p r o t e x n a s mU/mq p a r e d
L . F F x t . M . I . e . F x t . M .
r i u i t i n a s a 1 1 . 6 0 4 . 3 3 1 . 1 0 4 . 5 8 0 . 0 0
j S - N - a c e t , 6 1 6 . 0 0 9 4 . 6 0 5 9 . 0 0 1 0 0 . 0 0 1 . 6 0
F o s F . A c i d , 0 . 0 0 O.BO 0 , 0 0 9 .  30 1.Q0
F o s F . A 1 c . 0 . 0 0 0 . 0 0 0 , 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
> 0 - 1 - 3  g l u e . 0 4 6 6 , 0 0 2 5 5 . 2 0 9 1 9 , 0 0 2 6 9 . 7 0 1 . 5 0
I n v e r t a sa 3 5 6 6 , 0 0 0 0 . 0 0 3 4 6 , 2 0 9 3 . 0 0 8 . 2 0
C e l u l a s a 3 5 2 , 0 0 0 . 0 0 3 4 , 2 0 0 . 0 0 5 . 2 0
D e x t r a n a s a 0 0 , 0 0 0 . 0 0 7 , 0 0 0 . 0 0 1 6 . 0 0
P o l i g a l a c t . 7 9 2 , 0 0 1 2 3 . 2 0 7 6 , 9 0 130.  30- 4 5 . 0 0
> 6 - 1 - 4  g l u e . 1 5 0 6 . 0 0 1 0 5 . 6 0 1 4 6 , 2 0 1 1 1 . 6 0 0 . 0 0
> 6 - 1 - 6  g l u e . 0 , 0 0 1 0 . 5 6 Qi’OO 1 1 . 2 0 0 . 0 0
A m i l a s a 1 2 6 6 . 0 0 0 . 0 0 1 2 2 . 9 0 0 , 0 0 1 2 . 6 0










































































































































Pénicillium oxalicum r i
• V
' i i ,
? ' â
'■■ ' 7 S .
/  :-v
- Ÿ '  \ p . .
ra.f '-.f %
Penicilium oxalicum Ina
« Ç Y  ■ -* '. • ’ ■ * ^
Pénicillium oxalicum 10!
t




















P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m . -
F i g . l  y F i g . 2  : P a re d e s  de 3 d ie s  ( m i c r o s c o p i c  o p t i c o  xIOOO)
F i g . 3  y F i g . 4  : P a re d e s  de 14 d ie s  ( m ic r o s c o p ic  o p t i c o  xIOOO)
F o to  1 : P a r e d e s  de 3 d ia s  (so m b read o  A u /P d )  x 3 0 .0 0 0
F o to  2 ; P a r e d e s  de S d ia s  despues de 20 h o r a s  de a ta q u e  enz im a
t i c o . (  A u /P d )  X  2 7 .6 0 0
F o to  3 ; P a r e d e s  de g dxas ( A u /P d )  x 4 6 . 0 0 0
F o to  4 : P a r e d e s  de 3 dxas despues de 20 h o r a s  de a ta q u e  enz im a
t i c o  ( A u /P d )  X 3 4 .5 0 0
F o to  5 : C o r t e  u l t r a f i n o  de p a r e d e s  de 3 dxas ( c i t r a t e  de P b ) .
X  5 6 . 7 0 0 .
F o to  6 : C o r t e  u l t r a f i n o  de p a r e d e s  de 3 dxas despues de 20 ho­
r a s  de a ta q u e  e n z i m a t i c o  ( c i t r a t e  de Pb) x 4 8 . 0 0 0
F o to  7 : C o r t e  u l t r a f i n o  de p a r e d e s  de 3 dxas ( c i t r a t e  de Pb) -  
X  1 8 .2 0 0
F o to  8 : C o r t e s  u l t r a f i n o s  de p a r e d e s  de 3 dxas ( c i t r a t e  de Pb)
X  3 1 . 2 0 0
F o to  9 y 10 : C o r t e s  u l t r a f i n o s  de p a r e d e s  de 3 dxas d espues de 
20 h o r a s  de a ta q u e  e n z i m a t i c o  ( c i t r a t e  de P b ) .  -  
X 4 8 . 0 0 0
F o to s  10 y 11 ; C o r t e s  u l t r a f i n o s  de p a r a d e s  de 3 dxas despues -  
de 20 h o ra s  de a ta q u e  e n z i m a t i c o  ( c i t r a t e  de Pb) 
X 4 6 . 0 0 0
/ o j A ,
F oto  13 : C o r t e  u l t r a f i n o  de m i c e l i o  de 3 d ia s  ( c i t r a t o  de Pb)
X  30.4GQ
F o t o 14 : C o r t e s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 14 d ia s  ( a u t o l i z a d o )
( c i t r a t o  de Pb) x 4 0 , 0 0 0
F o to  15 : C o r t e s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 3 d ie s  ( s i n  a u t o l i z a r )  
( c i t r a t o  de Pb ) x 2 0 ,0 0 0
F oto  16 : C o r te s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 14 d ie s  ( c i t r a t o  de -  
Pb) X  2 6 . 0 0 0
F oto  17 ; C o r te s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 3 d ie s  ( C i t r a t o  de Pb)  
X  3 7 .2 0 0
F o to  18 : C o r te s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 14 d ia s  ( c i t r a t o  de -  
( c i t r a t o  de Pb) x 2 6 . 0 0 0
F o to  19 : C o r t e s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o  de 3 d îa s  ( c i t r a t o  de Pb)  
X  2 7 .7 0 0
F o to  20 : C o r t e s  de m i c e l i o  de 14 d ia s  ( c i t r a t o  de Pb) x 2 6 .0 0 0
F ig u r a s  d é l a i  a l a  8 : A spec to  m o r f o l o g ic o  que p r e s e n t a n  l o s
p r o t o p l a s t o s  de e s t e  bongo a l  m ic r o s c o  
p io  o p t i c o  (x IO O O ) .  (C lN H ^  0 , 8  1*1.)
104,
N e u r o s p o r a  c r a s s a
Grado da a u t o l i s i s » -
En l a s  c o n d ic lo n e s  de c u l t i v o  ya  d e s c r i t a s ,  a l  t e r -  
c e r  d f a  de i n c u b a c i o n ,  se o b s e r v a  un buen c r e c i m i e n t o  p o r  par^ 
t e  d e l  m i c e l i o ,  a lc a n z a n d o  e l  peso maximo an e l  q u in t o  d i a  —  
d e l  p e r fo d o  de in c U b a c i f in  ( 5 3 , 2  mg. de peso s e c o / m u e s t r a ) ,
En l a  f i g u r a  X I ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s , . l o s  V£  
l o r e s  de l o s  g ra d o s  de a u t o l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  e l  bongo ( o r -  
d e n a d a s ) ,  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c io n  ( a b s c i s a s ) ,  o b s e r v a n d o -  
d o s e ,  qua e l  g rado  de a u t O l i s i s  aum ente p r o g r e s iv a m e n t e  a l a £  
go d e l  p e r fo d o  da i n c u b a c i o n ,  desde un 3 6 , 7 ^  p a r a  e l  d f à 12 -  
de c r e c i m i e n t o ,  b a s t a  un 8 0 , 3 ^  a l o s  63 d f a s .
V a r l a c l O n  d e l  pH en l a  a u t O l l s i s . -
En l a  s i g u i e n t e  t a b l a  se e n c u e n t r a n  ag rup ado s  l o s  -  
^ v a l o r e s  de pH p r e s e n t a d o s  p o r  e s t e  bongo a l o  l a r g o  d e l  perfo_  
do de i n c u b a c i o n .
Dxas
4 3 , 6
5 3 , 7
12 6 , 4
49 6 , 6
63 6 , 7
O bservando  e s to s  v a l o r e s ,  podemos v e r  qua l a  f a s e  -  
de a u t O l i s i s ,  t r a n s c u r r e  a un pH d e l  o rd e n  de 6 , 6  u n id a d e s .
105,
l / a l o r a c i o n  de e n z im as  i f t i c a s . -
Los r e s u l t a d o s  de l a s  v a l o r a c i o n e s  e n z i m a t l c a s  l l e -  
vadas  a c a b o ,  en l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e f n l c o s  d e l  l i q u i d e  de 
c u l t i v o  y e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  a s i  como l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  
a l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m a t l c a s  r e t e n i d a s  p o r  l a s  p a r e d e s  de 4 
d f a s ,  se e n c u e n t r a n  a g r u p a d a s  en l a  t a b l a  V I I .
La c a n t i d a d  de p r o t e f n a s  v a l o r a d a s  en p r a c i p l t a d d s  . 
p r o t e f n i c o s  d e l  l iq u id e  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  
f u e r o n  r e s p e c t i v a m e n t e ,  9 , 7 3  y 1 , 6  mg. de p r o t e f n a / m u e s t r a .
P a red es  c e l u l a r e s . -
Las p a r e d e s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s ,  f u e r o n  de edad es  -  
c om p re n d id a s  e n t r e  4 y 63 d f a s .
Grado de l i s i s  con e l  t iem p o  de i n c u b a c i o n . -
En l a  t a b l a  I V , s e  e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  g r a ­
dos de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  edad es  
con e l  t ie m p o  de in c u b a c iO n .  Los b la n c o s  de p a r e d e s  s in  h e r ^ *  
v i r ^  de h a s t a  49 d f a s ,  e x p e r im e n ta n  l i s i s  a l o  l a r g o  de l a s  —  
120 h o r a s  de i n c u b a c i o n ,  p r o d u c id a  p o r  e l  e f e c t o  i f t i c o  e n d o -  
geno de l a s  enz im a s  que e s t a s  p a r e d e s  r e t i e n e n .  Los b la n c o s  -  
de p a r e d e s  de 63 d fa s  no p r e s e n t a n  n in g u n a  a l t e r a c i o n .  Los —  
g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  e s t a s  p a r e d e s ,  se e n c u e n t r a n  -  
ag rup ad o s  en l a  t a b l a  V I .
La l i s i s  p r o g r e s i va e x p e r im e n t a d a  p o r  l a s  p a r e d e s  -
j f iv e n e s  (4  d f a s )  y v i e j a s  ( 6 3  d f a s ) ,  con e l  t ie m p o  de i n c u b a ­
c io n  ( h o r a s ) ,  se e n c u e n t r a  r e p r e s e n t a d a  en l a  f i g u r a  X I I ,  en
e s t a , l a  c u r v a  cuyos p u n to s  se i n d i c a n  p o r  e l  s i g n o ^  c o r r e s  —
ponde G l a  de l a s  p a r e d e s  j^ v e n e s  y l a  c u r v a  que l l e v a  sus __
106,
p u n to s  r e p r e s e n t a d o s  p o r  e l  s ig n o  o es l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a -  
l a s  p a r e d e s  v i e j a s .
En l a  f i g u r a  X I I I ,  se  e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  
g ra d o s  de l i s i s  ( o r d e n a d a s )  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de ini 
c u b a c iô n ,  p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  edades  ( a b s c i s a s ) ,  -  
en e s t a  f i g u r a  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  r e p r e s e n t a d o s  p o r  
e l  s ig n o  #  c o r re s p o n d e  a l o s  g ra d o s  de l i s i s  de l a s  p a r e d e s ,  
con l a s  enz im a s  e x i s t a n t e s  en e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o  d e l  -  
l i q u i d e  de c u l t i v o  y l a  c u r v a  cuyos p u n to s  l l e v a n  e l  s ig n o  o  
es l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a l o s  g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  —  
l a s  p a r e d e s  p o r  a c c l6 n  de l a s  e n z im a s  que e l l e s  mismas r e t i e m  
n e n ,
V a l o r a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l o s  h i d r o l i z a d o s  después de 120 ho 
r a s  de l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  de e s ta s  v a l o r a c i o n e s  se e n c u e n t r a n  
ag ru p a d o s  en l a  t a b l a  V.
d l c r o s c o p f a  o p t i c a . -
Como ya  se i n d i c é  en l a  p a r t e  e x p e r i m e n t a l ,  l a s  pa­
r e d e s  be e s te  hongo t i e n e n  t e n d e n c i a  a a d h e r i r s e  unas con  
o t r a s  cuando se e n c u e n t r a n  en s u s p e n s io n ,  d e b id o  a l o  c u a l  —  
f u ê  d i f i c i l  o b t e n e r  f o t o g r a f f a s  c l a r a s  que m u e s tr e n  l a  m o r f o -  
l ô g f a  de e s t a s  p a r e d e s  o b s e tv a d a s  a l  m ic r o s c o p io  o p t i c o .  En -  
l a s  f i g u r a s  1 y 2 ,  podemos o b s e r v e r  l a  m o r f o l o g f a  de l a s  p a r e  
des de 4 d fa s  y en l a s  f i g u r a s  3 y 4 ,  l a  de l a s  p a r e d e s  de 63
107,
d f a s .
n i c r o s c o p f a  e l a c t r O n i c a . -
La m o r f o l o g f a  e x t e r n a  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  de 
e s t e  h on go , f u e  o b s e rv a d a  a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r o n i c o ,  en p av«  
des som breadas (4  d f a s )  con A u /p d  ,  E s ta  m o r f o l o g f a  puede o b -  
s e r v a r s e  en l a  f o t o g r a f f a  1 ,  en l a  que se puede v e r  l a  c o n s is  
t e n c i a  g r a n u l a r  de l a  p a r e d .  La f o t o g r a f f a  2 ,  m u e s tr a  e l  cam-  
b io  de e s t r u c t u r a  s u f r i d o  p o r  l a  p a r e d  despuês de 24 h o r a s  de 
l i s i s ,  que puede t r a d u c i r s e  en una p e r d i d a  d e l  r e t f c u l o  g ra n d  
l a r ,  h a c ie n d o s e  mas p o roso  y p o r  una p e r d i d a  de c o n s i s t e n c i a  
de sus b o r d e s ,
P r o t o p l a s t o s , -
Los p r o t o p l a s t o s  p r o d u c id o s  en e s t e  hongo pueden ob 
s e r u a r s e  en l a s  f i g u r a s  de l a  1 a l a  8 ,  En l a s  p r i m e r a s  h o r a s  
de i n c u b a c i o n  se o b s e r v a  e l  c o n t e n id o  c l t o p i  a s m a t ic o  d e n t r o  -  
de l a s  h i f a s ,  con num erosos c u e rp o s  e s f e r i c o s  b r i l l a n t e s  ( f i g .  
1 y 3 ) .  Despùés de l a  segunda h o ra  de i n c u b a c io n  empiezam a — 
s a l i r  l o s  p r im e r a s  p r o t o p l a s t o s ,  l o s  c u a le s  p r e s e n t a n  d i f e r e n  
t e s  tamaFtos ( F i g .  1 y 2 ) ,  muchos de e l l o s  p r e s e n t a n  a b o n d a n te  
c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o  ( f i g . 7 )  y o t r o s  p r e s e n t a n  c o n t e n id o  
v a c u o l a r , o b s e r v a n d o se unos con una g ra n  v a c u o la  ( F i g . 8 )  y —  
o t r o s  que poseen  mas de une ( F i g , 6 ) .
La a u t e n t i c i d a d  de e s to s  p r o t o p l a s t o s ,  se comprobo 
m e d ia n te  choque o sm fit ico  en agua d e s t i l a d a  ,  p ro d u c iê n d o s e  -
108,
l a  r o t u r a  de t o dos e l l o s ,  d espués de s u s p e n d e r lo s  en agua des  
t i l a d a .
La c a n t i d a d  de p r o t o p l a s t o s  o b t e n i d a  a l a s  24 h o r a s  
de i n c u b a c i o n  f u é  de 6 , 5  , 1 0 ^ . p o r  mg. de peso seco de m ic e —  
l i o .
109.
TAOLA I W -  M o u r n n p o r a  c r g s ; : a
G r a d o  do l i s i s  { % )  do p a r o d e s  do d i f e r e n t e s  e 
d ad o s  con e l  t i e m p o  do i n c u b a c i o n  en l a  s o l u c i o n  
e n z i m a t i c o .
PAREDFS HORAS
o f  as ___1_ __?__ __^ 24 48 72 96 120
4 1 9 . 4 2 9 . 0 4 1 . 9 5 1 . 6 5 4 . 0 5 4 . 8 5 0 .  1 5 8 .  1
12 1 0 . 3 1 7 . 2 2 4 .  1 3 7 . 9 4 1 . 4 4 3 .  1 4 3 .  1 4 3 .  1
49 6 . 9 6 . 9 1 0 . 3 3 1 . 0 3 4 . 5 3 4 . 5 3 6 . 0 3 6 . 2
63 0 . 4 1 2 . 5 1 2 . 5 2 0 . 8 2 7 .  1 2 7 .  1 3 1 . 2 3 1 . 2
TAOLA M -  N e u r o s p o r a  c r a s s a
C a r b o h i d r a t o s  t o t a l e s ,  s u b s t a n c i a s  r e d u c t o r a s ,  
g l u c o s a  y M - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  p r o c e d e n t e s  de l a s  
p a r e d e s  c e l u l a r e s  d e s p u e s  de 120 h o r a s  de h i d r o l i
PARFDF S __________ M i c r o g r a m n s / m i l i q r a m n  de p a r e d e s
o f  a s G a r b . I . Sub t . r o d . G l u c o s a N - a c e t .
4 4 5 0 . 0 1 9 1 . 2 1 1 0 . 5 3 7 . 6
12 4 1 3 . 0 1 6 4 . 7 9 2 . 3 2 4 . 5
49 3 7 5 . 0 1 4 3 . 5 1 1 0 . 3 2 0 . 8
63 2 2 5 . 0 2 3 . 9 10.  1 0 . 0
110.
TABLA M l  -  N e u r o s p o r n  e r a s s a
G r a d o  de l i s i s  ( % )  de p a r e d e e  de d i f e r e n t o s  _e 
d a d e a ,  p e r  l a s  e n z i m a s  e x i s t a n t e s  en l a s  m i s m a s ,  
c on  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n ,
PARGOLG HORAS
n f  as . 1 2 5 24 4 8 72 96 120
à 5 . 2 5 .  2 6 . 9 1 0 . 3 1 0 . 3 1 0 . 3 1 0 . 3 1 0 . 3
12 0 . 0 0 . 0 3 , 7 9 . 3 9 . 3 9 . 3 9 . 3 9 . 3
ùD 0 . 0 7 .  1 1 0 . 7 1 0 . 7 1 0 . 7 1 0 , 7 1 0 . 7 1 0 . 7
6 3 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
I l l ,
TABLA M i l  -  L n z i mn G l î t i c a s  de N e u r o s p o r a  c r as 3. a
a)  A c t i v i d a d c s  e n c n n t r a d a s  p n r  m u e s t r a  an a l  l i ­
q u i d a  do c u l t . i \ / o  y nn e l  n x t r a c t o  de m i c e l i o  -  
en c u l t i v o s  dn 70 d i a s ,
b )  A c t i v i d a d  e s p o c i f i c a  en e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  
y en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  en c u l t i v o s  do 70 
d i a s ,
c )  A c t i v i d a d e s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  de p a r e d e s  
j o v e n e s  ( 4  d i a s ) .
ENZIMAG a b c
mi l / mu Bs t r . a mU/mq p r o t e ' n a s mU/mg p a r a i
L . C .  F x t . M . L . C . F x t . M .
O u i t i n a s r , 6 2 2 * 0  0 1 5 . 0 0 6 3 , 9 8 9 . 0 0 0 . 0 0
j B - N - a c e t . 9 6 6 .0 Oi 6 3 . 4 0 9 9 , 2 8 3 9 .  30 1 . 0 0
F o s f . A c i d . 4 1 3 2 . ÜQ 1 9 3 . 6 0 4 2 4 , 67 , 1 2 0 . 2 0 2 . 6 0
F o s f . A i e . 4 6 6 , 0 0 6 5 .  10 4 7 , 8 9 4 0 . 4  0 0 . 0 0
j 8 —1 —3 g l u c . 2 1 7 2 0 . 0 0 4 0 4 . 8 0 22 32 ,27 , 2 5 1 . 3 0 . 1 3 . 2 0
I n v n r t a s a 2 7 7 2 0 , 0 0 2 4 1 1 . 2 0 2 8 4 8 , 9 3 1 4 9 7 . 2 0 1 7 . 2 0
C e l u i  asa 9 2 0 , 0 0 1 4 0 . 0 0 9 4 , 5 5 8 7 . 4 0 0 . 0 0
D e x t r a n n c a 7 2 0 0 , 0 0 2 0 6 . 8 0 1 2 3 ,3 3 1 2 8 . 4 0 1 0 . 2 0
P o l i g a l a c t .
::
A m i l a s a
1 2 9 2 , 0 0 2 2 0 .0 0 1 3 2 , 7 9 1 4 2 .1 0 3 8 . 2 0
2 1 3 2 * 0 0
4 5 2 . 0 0
1 6 0 0 0 . 0 0
3 8 7 . 2 0  
2 2 8 . 8 0  
2 8 1 . 6 0
2 1 9 , 1 3
4 6 , 4 5
1 7 2 6 , 6 3
2 4 0 . 0 0  
4 2 .  10 
1 7 4 . 8 0 1 2 . 6 0
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N e u r o s p o r a  c r a s s a , -
F i g .  1 y 2 : P a ra d e s  c e l u l a r e s  de 4 d ia s  o b s e rv a d a s  a l  m ic r o s c o  
p io  o p t i c o  ( con o b j e t i v o  de 1000 aum entos)
F ig  3 y 4 ; P a r e d e s  c e l u i  a r e s  de 63 d ia s  ( o b j e t i v o  de lOOO)
F o to  1 : P a r e d e s  de 4 d ia s  (so m b read o  A u /P d )  x 3 0 .§ 0 0
F o to  2 : P a r e d e s  de 4 d ia s  después de 24 h o r a s  de l i s i s  ( A u /P d )  
X 3 2 . 2 0 0
F i g .  1 a l a  f i g .  8 : A s p e c to  m o r f o l o g ic o  p r e s e n t a d o  p o r  e l  m ic e ­
l i o  y p o r  l o s  p r o t o p l a s t o s  l i b e r a d o s  , a l  - 
s e r  o b s e rv a d o s  a l  m ic r o s c o p ic  o p t i c o .
( m a n i t o l  0 , 8  1*1)
118,
A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s
Grade de a u t 6 l i s i s . -
E l  m i c e l i o  de e s t e  hongo p r é s e n t a  un buen c r e c l m l e n  
t o  a l a s  48 h o ra s  de i n c u b a c i o n ,  a lc a n z a n d o  e l  peso maximo a l  
c u a r to  d fa  de c r e c i m i e n t o  ( 1 0 2 , 8  mg. de peso s e c o / m u e s t r a ) •
E l  g rado  de a u t f i l i s i s  aum enta  p r o g r e s i v a m e n t e  a l o  
l a r g o  d e l  p e rx o d o  de i n c u b a c i o n , desde un v a l o r  de 1 1 , 2 #  en e l
d fa  s e x to  de c r e c i m i e n t o ,  h a s t a  a l c a n z a r  un a l o s  63 —
d fa s  de c r e c i m i e n t o .  En l a  f i g u r a  XIV/,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n  
ta d o s  l o s  d i f e r e n t e s  g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  ( # ) ,  con e l  -  
t ie m p o  de i n c u b a c iS n  ( d f a s ) ,
V /a r ia c iO n  de pH en l a  a u t O l i s i s , -
Los v a l o r e s  de pH a lc a n z a d o s  a l o  l a r g o  d e l  p e r fo d o
de in c u b a c iO n  se e n c u e n t r a n  a g ru p a d o s  en l a  s i g u l e n t e  t a b l a .
D fa s
3 5 , 6
4 4 ,1
6 6 , 6
14 8 , 0
49 7 , 2
63 7 , 0
E s to s  d a te s  i n d i c a n  que l à  f a s e  de a u t O l i s i s  t r a n s — 
c u r r e  a un pH d e l  o rd e n  de 7 u n i d a d e s .
119,
V a l o r a c i o n  de e n z im a s  i f t i c a s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  en l a s  v a l o r a c i o n e s  enz im a  
t i c a s  r e a l i z a d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e f n i c o s  d e l  i f q u i d o  
de c u l t i v e  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  a s f  como l o s  c o r r e s p o n -  
d i e n t e s  a l a s  v a l o r a c i o n e s  e n z i m a t i c a s  r e t e n i d a s  p o r  l a s  p a r e  
des de 3 d f a s ,  se e n c u e n t r a n  a g rup ad o s  en l a  t a b l a  X. La c a n -  
t i d a d  de p r o t e f n a  d e t e c t a d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  d e l  l i q u i d e  
de c u l t i v o  y d e l  m i c e l i o ,  f u é  r e s p e c t i v a m e n t e  de 7 , 2 7  y 1 , 4  -  
mg, de p r o t e f n a  p o r  m u e s t r a ,
P a re d e s  c e l u l a r e s . -
En e s t e  hongo se o b t u v i e r o n  p a r e d e s  de edades  com------
p r e n d id a s  e n t r e  3 y 63 d f a s .
Grado de l i s i s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i o n . -
Los g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r e d e s  de -  
d i f e r e n t e s  edad es  con e l  t ie m p o  de in c u b a c itS n  se e n c u e n t r a n  -  
agrupados  en l a  t a b l a  V I I I .  Los b la n c o s  de p a r e d e s  h e r v i d a s  y 
s in  h e r v i r  no p r e s e n t a n  n in g u n a  a l t e r a c i o n  d u r a n t e  l a s  120 ho 
ras  de i n c u b a c i o n .
La l i s i s  p r o g r e s i v a  e x p e r im e n t a d a  p o r  l a s  p a r e d e s  jo  
venes ( 3  d f a s )  y p o r  l a s  v i e j a s  ( 6 3  d f a s ) ,  con e l  t ie m p o  de -  
in c u b a c io n  (e n  h o r a s ) ,  se e n c u e n t r a  r e p r e s e n t a d a  en l a  f i g u r a  
XV, En e s t a  f i g u r a ,  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  i n d i c a d o s  con 
e l  s ig n o  •  , c o r r e s p o n d e  a l  g rad o  de l i s i s  de l a s  p a r e d e s  j O -  
ve n e s ,  m i e n t r a s  que l a  c u r v a  que l l e v a  sus p u n to s  s e n a la d o s  -
120.
con e l  s ig n o  O   ^ c o r re s p o n d e  a l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  v i e j a s .
En l a  F ig u r a  X V I ,  se han r e p r e s e n t a d o  l o s  g rado s  de 
l i s i s  ( o r d e n a d a s )  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de in c u b a c iO n ,  -  
p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  edad es  ( a b s c i s e s ) ,
V a l o r a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l o s  h l d r o l i z a d o s  después  de 120 ho 
r a s  de l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a e s t a s  v a l o r a c i o m -  
nes r e p r e s e n t a d o s  en l a  t a b l a  I X .
n i c r o s c o p f a  o p t i c a . -
E l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de -  
e s t e  h o ngo ,  a l  m ic r o s c o p io  o p t i c o  puede o b s a r v a r s e  en l a s  f i ­
g u ra s  1 y 2 ,  c o r r e s p o n d i e n t e s  a p a r e d e s  de 3 d fa s  y en l a s  f i  
g u ra s  3 y 4 ,  en l a s  que se ven p a r e d e s  v i e j a s ,  en e s ta s  f o t o -  
g r a f f a s  l a s  p a r e d e s  puedep v e r s e  l i m p i a s  de c o n t e n id o  c i t o » -  
p l a s m a t i c o .
n ic r o s c o p f a  e l e c t r o n i c a . -
Las p a r e d e s  de 3 d fa s  f u e r o n  o b s e rv a d a s  a l  m ic ro sco  
p io  e l e c t r o n i c o  a n t e s  y después  d e l  a ta q u e  e n z i m a t i c o ,  en p r e  
p a r a c io n e s  som breadas con A u /P d .  En l a  f o t o g r a f f a  1 ,  se puede  
o b s e r v e r  l a  e s t r u c t u r a  e x t e r n a  que p r e s e n t a n  l a s  p are d e s  j f iv e  
nes ( a n t e s  d e l  a ta q u e  e n z i m a t i c o ) ,  fo rm a d a  p o r  un c o n ju n to  de 
m i c r o f i b r i l l a s  e n t r e c r u z a d a s .  En l a  f o t o g r a f f a  2 ,  puede v e r s e  
e l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  e s t a s  p a r e d e s  a l a s  20 h o r a s  de l i - -  
s i s ,  o b s e rv a n d o s e  su s u p e r f i c i e  mas g r a n u l o s a  y con n unerosos
121,
p u n to s  de a ta q u e  en Forma de o q u e d a d e s ,
P r o t o p l a s t o s . -
Los p r o t o p l a s t o s  de e s t e  hongo e m p iezan  a p r o d u c i r -  
se a p a r t i r  de l a s  3 h o r a s  de i n c u b a c i o n — en peq uen as  c a n t i d a  
d e s ,  a - lcan zan do  su maxima p r o d u c c ié n  a l a s  24 h o r a s ,
E l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  e s to s  p r o t o p l a s t o s  a l  mi—  
c r o s c o p io  o p t i c o  puede  o b s e r v a r s e  en l a s  f i g u r a s  de l a  1 a -  
l a  6 ,  en l a s  que puede v e r s e  dos t i p o s  b ie n  d e f i n i d o s : unos — 
con poco c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o  y muy t r a n s p a r e n t e s  ,  l o s  ^  
c u a ls s  SB d i s t i n g u e n  muy b ie n  de l a s  e s p o ra s  que se en c u e n -*" -  
t r a n  en e l  m edio  ( f i g .  1 ,  2 ,  3 y 4 )  y o t r o s  con a b u n d a n te  con 
t e n id o  y menos t r a n s p a r e n t e s .  Tam bién  se ha o b s e rv a d o  que l o s  
p r o t o p l a s t o s  que t a r d a n  mas en s a l i r  son v a c u o la d o s ,  p u d ie n d o  
p r e s e n t a r  una o mas v a c u o l a s . ( f i g . 4 ) .
Los p r o t o p l a s t o s  p r o d u c i d o s ,  son a u t é n t i c o s  ya que 
cuando se l e s  susp ende  en agua d e s t i l a d a ,  como c o n s e c u e n c ia  — 
d e l  choque o s m ô t ic o  s u f r i d o  se ro m p en,  cosa que no o c u r r e  con  
l a s  e s p o r a s .
E l  r e n d i m i e n t o  de p r o t o p l a s t o s  o b t e n id o  a l a s  24 ho 
r a s  de i n c u b a c i o n  f u é  de 9 , 2  . 1 0 ^  , p o r  mg. de peso seco de -  
m i c e l i o .
122.
TADLA W i l l  -  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s
G ra de  de l i s i s  ( # )  do p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  
e d a d e s  c on  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  en l a  s o l u -
PARfDEr,
c i o n  c n z i m a t i c a
HORAS
l i r a s 1 ? 5 24 48 72 96 120
3 0 . 3  8 . 3 0 . 3 1 1 . 2  2 2 . 3 2 2 . 3  5 2 . 8  5 2 . 8
4 ^ 9 2 . 9 7 . 1  1 8 . 6 2 8 . 6  3 2 . 9  4 7 . 1
6 6 . 2  ^ 2 1 1 . 6 1 0 . 8  2 1 . 5 2 4 . 6  3 5 . 4  4 3 . 5
14 1 2 . 3  1 2 . 3 1 2 . 3 1 5 . 8  2 8 . 1 2 8 . 1  2 0 . 1  4 0 . 0
49 n.O 2 . 7 2 . 7 2 . 7  1 0 . 8 1 0 . 8  3 2 . 4  3 8 . 5
63 5 . 2  6 . 9 6 . 9 6 . 9  1 9 . 0 2 0 . 7  2 2 . 4  2 2 . 4
TABLA I X -  A s p e r g i l l u s  n i d u l a h s
C a r b o h i d r a t n s t o t a l e s ,  s u b s t a n c i a s  r e d u c t o r a s ,
' g l u c o s a . y N - a c e t i l g l u c o s a m l n a ,  p r o c é d a n t e s  de — '
1 a s p a r  e d e 5 c e l u l a r e s  d e s p u é 5 de 120 h o r a s  de h ^
d r o l i s i s .
PAREDES n i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o de p a r e d e s
[ l i a s C a r b . T . S u b t . r e d .  G l u c o s a N - ' a c e t .
3 1 5 2 . n 1 1 6 . B 4 9 . 5 6 7 , 6
4 323.(1 1 1 6 . 0 7 8 . 8 4 3 . 3
14 226.(1 1 7 5 . 3 4 5 . 0 6 7 . 6
49 — 6 3 . 7 2 5 . 9 3 7 . 6
63 ' — 1 0 3 . 5 4 2 . 8 4 8 . 8
123 .
TAOLA X -  FRizirr.an i f t i c o s  (in A o p o r g j. 1 l u s  n i  flu 1 aris
a)  A c t i c / i  f lor ins an con t r a d  a a p o r  r n u o n t r a  nn n 1 1 f - -  
q i ' i r l o  do n u l  t i  vo y nn n l  n x t r  o f : t n  dn m l c n l i n  -  
nn c u l t i . \ / o s  do 70 d f a s .
h ) A f . : t i  v i  dn d nspnc i P . i . cn  nn o l  i f q u i d o  dn c u l t i v f )  
y nn e l  e x t r a c t o  do n i c o l i o  nn nu l  t i u o o  do 7 II 
d f a s .
c )  A n t i v i d m l n s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  dn | .mrr3rles 
j o V n n n s  ( 3  d f a s ) .
m i l / m u e s t r a mU/ mg P r  111 e f  n a s III0 /mg p a r n . l
I , . r . E x t . 1*1. L . C . E x t . M e
Qui t inas, - . ' 281(1.0 2 2 5 . 3 3 86 .  5 160 .  6 0 . 0
N- a c n t . 0 , 0 8 5 . 4 0 . 0 6 1 . 0 0 .  6
F o s r . A c i  d. 9 0 , 0 3 5 .  2 1 2 . 4 . 2 5 .  2 3.  1
F' - inf .  A l e . 6 6 * 0 2 . 2 9 . 2 1 . 6 0 . n
> 6 - 1 -3  g l u e • 2 5 3 2 . 0 4 4 0 . 0 3 4 8 , 3 1 4 . 4 8.
I  n \i e r  t  a n a . 3 0 0 0 . 0 114.  4 4 1 2 . 7 8 1 . 7 8 . 0
C n 1 u 1 a. : ; a . 1 8 0 . 0 167 .  2 2 4 , 8 1 1*^. 5 5 . 6
I'i n X t  r  a n a r'. c ^ . 0 1 14.  /' 0 . 0 8 1 . 7 1 5.  0
P o l i g a l a n t 0 . 0 4 4 .  n 0 . 0 3 1 . 4 4 0 . 6
y6-1"^ '  g l u e 0.  0 2 2 0 . 0 0 .  0 157 .  2 —
gl  Lirj 0 . 0 8 5 .  4 0 . 0 6 1 . 0 —
Ami 1 n o . 1 8 0 , 0 — 2 4 . 8 —— 18.  2
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A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s . -
F i g .  1 y 2 ; P a re d e s  c e l u l a r e s  de 3 d i a s ,  v i s t a s  a l  m ic r o s c o p io  
o p t i c o ( con o b j e t i v o  de 1000 a um e n to s )
F i g .  3 y 4 : P a re d e s  c e l u l a r e s  de 63  d i a s ,  o b s e r v a d a s  a l  m ic r o s  
c o p in  o p t i c o  con o b j e t i v o  de 1000 au m e n to s .
F o to  1 ; P a r e d e s  de 3 d ia s  som breadas con A u /P d  x 3 0 . 0 0 0
F o to  2 ; P a r e d e s  c e l u l a r e s  de 3 d i a s ,  desp ués  de 20 h o r a s  de l i ­
s i s  X 3 2 .8 0 0
F i g .  1 a l a  F i g .  6 : P r o t o p l a s t o s  l i b e r a d o s  ( G a l a c t o s e  0 , 8  1*1, —  
ClgCa a l  3 ^ ) ,  o b s e r v a d o s  a l  m ic r o s c o p io  6 p -  
t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  1000 aum entos )
1 3 0 .
P & l y s t i c t u s  v e r s ! c o l o r . -
Grado de a u t o l i s i s . -
En e l  t e r c e r  d f a  d e l  p e r fo d o  de i n c u b a c i é n ,  se ob­
s e r v a  un buen c r e c i m i e n t o  d e l  m i c e l i o ,  a lc a n z a n d o  e l  peso ma 
ximo en e l  s é p t i m o , ( 7 3 , 7  mg. de peso s e c o / m u e s t r a ) .
E l  g rad o  de a u t o l i s i s  v a r f a  desde un v a l o r  d e l  - —  
1 2 ,9%  ( d f a  10 )  h a s t a  a l c a n z a r  un 76% a l o s  63 d fa s  de in c u b a  
c i o n .  En l a  f i g u r a  X V I I ,  se han r e p r e s e n t a d o  l o s  d i f e r e n t e s  
g ra d o s  de a u t o l i s i s '  (%) a lc a n z a d o s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a —   ^
c io n  ( d f a s ) ,
V a r i a c i é n  de pH en l a  a u t o l i s i s . -
Los v a l o r e s  de pH a lc a n z a d o s  d u r a n t e  e l  p e r fo d o  de 
i n c u b a c i é n ,  se e n c u e n t r a n  en l a  s i g u i e n t e  t a b l a .
P f a s  pH
5 3 , 0
7 3 , 6
10 3 , 7
14 6 , 2
63 6 , 2
Como se puede o b s e r v e r  a l  p r i n c i p i o  de l a  a u t o l i s i s  
e l  pH e x i s t e n t e  es a c i c o , ^ a lc a n z a n d o  un v a l o r  de 6 , 2  a p a r t i r  
d e l  d fa  1 4 .
131,
V a l o r a c i o n  de e nz im as  i f t i c a s . -
Los r e s u l t a d o s  de l a s  v a l o r a c i o n e s  e n z i m a t i c a s  r e a ­
l i z a d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e f n i c o s  d e l  i f q u i d o  de c u l t i ­
vo y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  a s f  como l o s  c o r r e s p o n d ie n t e s  
a l a s  v a l o r a c i o n e s  e n z i m a t i c a s  r e t e n i d a s  p o r  l a s  p a r e d e s  de 3 
d f a s ,  se e n c u e n t r a n  ag ru p a d o s  en l a  t a b l a  X I I I .  La c a n t i d a d  * 
de p r o t e f n a s  o b t e n i d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  d e l  i f q u i d o  de c u l  
t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  f u é  r e s p e c t ! v a m e n t e  de 7 ,2  y 
1 ,8  mg. de p r o t e f n a s / m u e s t r a .
P a re d e s  c e l u l a r e s . -
En e s t e  hongo se o b t u v i e r o n  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de —  
edades c o m p re n d id a s  e n t r e  4 y 63 d f a s .
Grado de l i s i s  con "el t ie m p o  de i n c u b a c i o n . -
Los g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r e d e s  de — 
d i f e r e n t e s  edades con e l  t ie m p o  de in c u b a c i o n  se e n c u e n t ra n  
a g ru p ado s  en l a  t a b l a  X I ,  Los b la n c o s  de p a r e d e s  h e r v id a s  y -  
s in  h e r v i r ,  no p r e s e n t a n  a l t e r a c i o n e s  a l o  l a r g o  de l a s  120 — 
h o r a s  de i n c u b a c i é n .
La l i s i s  p r o g r e s i v a  e x p e r im e n t a d a  p o r  l a s  p are d e s  -  
j é v e n e s  (4  d i a s )  y p o r  l a s  v i e j a s  ( 6 3  d f a s ) ,  con e l  t iem p o  de 
in c u b a c i é n  ( h o r a s ) ,  se e n c u e n t r a  r e p r e s e n t a d a  en l a ’ f i g u r a  -  
X V I I I .  En e s t a  f i g u r a  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  in d ic a d o s  -  
con e l  s ig n o  #  ,  c o r r e s p o n d e  a l  g rad o  de l i s i s  de l a s  p a re d e s  
j é v e n e s ;  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  s e R a la d o s  con e l  s igno  0
1 3 2 .
c o r r e s p o n d e  a l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  v i e j a s .
En l a  f i g u r a  X I X ,  se han r e p r e s e n t a d o  l o s  g ra d o s  de 
l i s i s  ( o r d e n a d a s )  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de i n c u b a c i o n ,  — 
p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  edades  ( a b s c i s a s ) .
V a l o r a c i o n e s , r e a l i z a d a s  en l o s  h i d r o l i z a d o s  después de 120 ho 
r a s  de l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a e s t a s  v a l o r a c i o n e s  
se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  t a b l a  X I I .
n i c r o s c o p f a  o p t i c a . -
E l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  a l  -  
m ic r o s c o p io  o p t i c o ,  puede o b s e r v a r s e  en l a s  f i g u r a s  1 y 2 ,  co 
r r e s p o n d i e n t e s  a p a r e d e s  de 4 d fa s  y en l a s  f i g u r a s  3 y 4 ,  en 
l a s  que se o b s e r v a n  l a s  p a r e d e s  v i e j a s  de 63 d f a s .  En e s t a s  -  
f o t o g r a f f a s  p ueden  v e r s e  l a s  p a r e d e s  l i m p i a s  de c o n t e n id o  c i ­
t o p l a s m a t i c o .
n i c r o s c o p f a  e l e c t r é n i c a . -
La e s t r u c t u r a  e x t e r n a  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  j é ­
venes de 4 d f a s ,  se o b s e r v é  a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r é n i c o  en -  
p r e p a r a c i o n o s  som breadas  c o n A u /P d . . En l a  f o t o g r a f f a  u n o ,  se  
o b s e r v a  que e s t a s  p a r e d e s  p r e s e n t a n  un a s p e c to  g r a n u l o s o ,  an 
t e s  d e l  a ta q u e  e n z i m a t i c o .  En l a  f o t o g r a f f a  2 ,  se puede ob—  
s e r v a r  e l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  e s t a s  p a r e d e s  después de 48 
h o ra s  de l i s i s ,  a p r e c ia n d o s e  un cambio d e l  a s p e c to  g r a n u l o ­
so p o r  l a  a p a r i c i o n  de una e s t r u c t u r a  f i b r i l a r .
133.
P r o t o p l a s t o s » -
En l a s  c o n d ic io n e s  ya  d e s c r i t a s  l o s  p r o t o p l a s t o s  em 
p ie z a n  a l i b e r a r s e  an e l  medio de c u l t i v o  a p a r t i r  de l a s  —  
t r è s  p r i m e r a s  h a r a s  de i n c u b a c i o n .  Los p r o t o p l a s t o s  fo rm ados  
p r e s e n t a n  d i f e r e n c i a  de tamaPio y de c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o ,  
como puede v e r s e  en l a s  F ig u r a s  c o m p re n d id a s  e n t r e  l a  1 y l a  
11 ,  duchos de e l l e s  pueden o b s e r v a r s e  d e n t r o  de l a s  h i f a s  —  
( F i g .  5 ,  6 y 7 )  o l i b r e s  en e l  medio ( F i g ,  3 ,  8 ,  9 ,  10 y 1 1 ) ,  
o b s e rv a n d o s e  en a lg u n o s  c o n t e n id o  v a c u o l a r  ( F t g ,  8 )  .d u c h é s  ve<=» 
ces se o b s e rv a n  FenSmenos de F u s iô n  e n t r e  e l l o s  ( F i g , 1 0 ) .
E s te s  p r o t o p l a s t o s  e ra n  s e n s i b l e s  a l  choque o s m ô t ic o ,  
cuando se a g i t a b a n  en agua d e s t i l a d a .
La c a n t i d a d  de p r o t o p l a s t o s  p r o d u c id o s  a l a s  24 h o ra s  
de i n c u b a c i 5 n  Fué de 1 , 3  , 1 0 ^  p r o t o p l a s t o s  p o r  mg de peso s e -  
co de m i c e l i o .
134.
TABLA XI  -  P o l y s t i c t u s  v / o r s i c o l n r
G ra do  rJe l i s i s  { % )  do p n r e d c s  de d i P e r e n t e s  _e 
d a d e s  c on  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  en l a  s o l u c i o n  
e n z i m a t i c a .
PAREDES HORAS
D Î a s 1 ? 5 24 40 72 96 120
4 6 , 2  6 . 2  9 . 4 3 7 . 5  4 0 . 7 4 3 . 7  5 6 . 3 5 6 .  3
7 0 , 0  0 . 0  1 0 , 0 1 3 . 4  2 0 . 0 2 3 . 4  2 3 . 4 2 6 . 7
10 0 . 0  0 , 0  7 . 1 1 4 . 3  1 6 . 0 1 6 . 0  1 0 . 2 2 2 . 0
14 Gt.O 0 . 0  3 , 3 6 . 5  9 . 7 9 . 7  1 3 . 0 16.  1
63 0 . 0  0 . 0  3 . 9 3 . 9  3 . 9 7 . 7  7 . 7 7 . 7
TABLA X I I -  P o l y s t i c t u s  V e r s i c ü l o r
C a r b o h i d r a t ü 5 t o t a l e s ,  s ub s t a n d  as r e d u c t o —
r a s  y N - a c n t i l g l u c o s a m i n a , p r n c e d e n t e s  de l a s  p a
r e d e s  c e l u l a r e s d e s p u é s  de 120 h a r a s  de h i d r o l i
s i s .
PAREDES d i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o de p a r e d e s
D i a s G a r b , T.  S u b t . r e d .  G l u c o s a N - a c e t .
4 1 2 0 . 0  1 1 5 . 2 1 1 0 . 3 9 . 5
7 —  — 6 8 . 4 0 . 0
10 1 0 5 . 0  1 0 4 . 0 6 0 . 4 0 . 0
14 9 5 . 0  9 0 . 0 8 0 . 0 3 . 0
63 7 6 . 0  0 1 . 2 6 0 . 4 3.  8
135,
J AP LA X I I I  -  P n z i m a s  l i t i c a s  de P o l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r
a)  A c t i u i d a d e s  e n c o n t r a d a s  p o r  m u o s t r a  en e l  i f  
f ] u i d o  de c u l t i v o  y en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  
en c u l t i v e s  de 70 d f a s ,
b )  A c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  en e l  l i q u i d a  de c u l t i ­
vo y en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  en c u l t i v o s  -  
de 70 d f a s ,
c )  A c t i v i d a d e s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  de p a r e -  
des j o v c n e s  ( 4 d f a s  ) ,
PNZIMAS a b c
Int l /mues t r  a mU/mg p r o t e f n a s mi j /mg p a r e d
L . P O x t . n . L . C . F x t . M .
O ü i t i n a s a 2 0 0 . 0 0 . 2 3 . 5 0 2 7 . 7 7 1 2 . 9 0 G . 00
> 6 - N - a c G t , 5 2 6 . 0 0 6 6 . 0 0 66, 94) 3 6 . 2 0 0 . 8 0
F o s F . A c i d . 2 0 0 . 0 0 5 6 . 3 0 2 7 , 7 7 3 0 . 9 0 2 . 0 0
F ü s f . A i e . 6 . 0 0 9 . 7 0 0 , 8 3 5 . 3 0 —
^ - 1 - 3  g l u c . 0 3 3 2 . 0 0 2 5 5 . 2 0 1 1 5 7 . 2 3 1 4 0 . 1 0 8 . 2 0
I  n V G r  t  a s a 1 1 9 : 2 . 0 0 1 3 3 7 . 6 0 1 6 5 7 , 2 3 7 3 4 . 3 0 6 . 8 0
C c l u l a s a 120:1.00^ 3 0 .  10 1 6 6 , 6 © 1 6 . 5 0 6 . 8 0
D e x t r a n a s a 3 2 . 0  0' 0 . 0 0 4 , 4 4 ' 0 . 0 0 9 . 0 0
P o l i g a l a c t . l a o o . n o ! 1 1 4 . 4 0 250,011 6 2 . 0 0 4 1 . 6 0
> 6 - 1 - 4  g l u c . 14no.: i in: 0 . 0 0 19 4,441 0 . 0 0 —
J B - T - 6  g l u c . 6 66 .0 ( 0 4 4 . 0 0 92.561 2 4 . 2 0 —
A m i l a s a 29 32.ù([ l i 1 3 2 . 0 0 407.221 7 2 . 4 0 1 0 . 2 0
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Polystictus versicolor / 4 ^
Fig 4 Fig.5
W Ê m m
Fig. 6
f - : 3
Fig 7
4 ' i T '
Fig.10 Fig.11
P o l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r . -
F i g .  l  y 2 : P a re d e s  c e l u i  a r e s  de 4 d fa s  v i s t a s  a l  m ic r o s c o p ic  -  
o p t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  x 1 0 0 0 )
F i g .  3 y 4 : P a re d e s  c e l u l a r e s  de 63  d ia s  ( c o n t r a s t e  de F ase  —
X  1000)
F o to  1 : P a r e d e s  c e l u l a r e s  de 4 d ia s  som breadas con A u /P d ,  o b s e r  
va d a s  a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r o n i c o  x 3 6 . 2 0 0
F o to  2 ; P a r e d e s  c e l u l a r e s  de 4 d fa s  d espués  de 48 h o r a s  de l i ­
a i s  ( A u /P d )  X  3 6 . 7 0 0 .
F i g .  1 a l a  F i g .  11 : A s p e c to  m o r f o l o g ic o  que p r é s e n t a  e l  m ic a r - i '
l i o  de e s t e  hongo ( 2  d f a s )  y l o s  p r o t o p l a s  
t o s  fo rm a d o s  , a l  s e r  o b s e rv a d o s  a l  m ic r o s  
c o p ie  o p t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  x lO O O ) .
(SO^^Mg 0,8 n.)
1 4 3 ,
A s p e r g i l l u s  n i g e r
C red o  de a u t o l i s j s , -
A l a s  24 h o ra s  da i n c u b a c i o n  se o b s e r v a  un c r e c i — -  
m ie n to  c o n s i d e r a b l e  d e l  m i c e l i o ,  a lc a n z a n d o  e l  peso maximo a 
l a s  72  h o r a s  ( 1 3 4 , 3  mg, de peso s e c o / m u e s t r a ) ,
E l  g ra d o  da a u t é l i s i s  e x p é r im e n t a  un aumento a l o  -  
l a r g o  d e l  p e r fo d o  da i n c u b a c i o n ,  desde un v a l o r  de 3 2 ,1 % ,  en 
e l  d ia  s e p t im o  de c r e c i m i e n t o ,  h a s t a  un 89,0/'» a l o s  63 d i a s .  
En l a  F ig u r a  XX, se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  d i  
F e r e n t e s  g ra d o s  da l i s i s  a lc a n z a d o s  ( % ) ,  con e l  t ie m p o  de I n ­
c u b a c io n  ( d i a s ) ,
V a r i a c i o n  de pH en l a  a u t é l i s i s . -
Los v a l o r e s  de pH a lc a n z a d o s  a l o  l a r g o  d e l  p e r fo d o  
de i n c u b a c i o n ,  p ueden  o b s e r v a r s e  an l a  s i g u i e n t e  t a b l a .
o f  as
2 6 , 7
3 5 ,1
7 7 , 9
15 8 ,1
49 7 , 5
63 6 , 7
E s to s  d a t e s  i n d i c a n que l a  Fase a u t o l f t i c a  t r a n s c u -
b a s i c o ,  l l e g a n d o  a s e r  n e u t r o  a l  F i n a l  d e l  p r o c e s o .
1 4 4 .
V a l o r a c l o n  de e nz lm as  l i t i c a s . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  an l a s  v a l o r a c l o n e s  e n z im a  
t i c a s  l l e u a d a s  a cabo an l o s  p r e c i p i t a d o s  p r o t e f n i c o s  d e l  i f -  
q u id o  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  a s f  como l o s  co—  
r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  v a l o r a c i o n e s  e n z i m a t i c a s  r e t e n i d a s  p o r  -  
l a s  p a r a d e s  de 3 d f a s ,  se e n c u e n t r a n  ag ru p a d o s  en l a  t a b l a  —  
X V I .  La c a n t i d a d  de p r o t e f n a s  v a l o r a d a s  an l o s  p r e c i p i t a d o s  -  
d e l  i f q u i d o  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  fu é  r e s p e c -  
t i v a m e n t e  de 6 , 6  y 2 , 1  mg, de p r o t e f n a / m u e s t r a ,
P a r e d e s  c e l u l a r e s , -
Las p a r a d e s  c e l u l a r e s  o b t e n i d a s ,  f u e r o n  de edades  -  
c o m p re n d id a s  e n t r e  2 y 63 d f a s .
Grado de l i s i s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i é n . -
Los g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r a d e s  de — 
d i f e r e n t e s  edades  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i é n ,  se e n c u e n t r a n  
a g ru p a d o s  en l a  t a b l a  X IV .  Los b la n c o s  de p a r a d e s  h e r v i d a s  y  
s i n  h e r v i r ,  no p r e s e n t a n  n in g u n a  a l t e r a c i é n  a l o  l a r g o  de l a s  
120 h o r a s  de i n c u b a c i é n .
La l i s i s  e x p e r im e n t a d a  p o r  l a s  p a r a d e s  j f iv e n e s  ( 3  -
d f a s )  y p o r  l a s  v i e j a s  ( 6 3  d f a s ) ,  con e l  t ie m p o  de in c u b a c i o n
( h o r a s ) ,  se e n c u e n t r a  r e p r e s e n t a d a  en l a  f i g u r a  X X I .  En e s t a
f i g u r a ,  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  i n d i c a d o s  con e l  s ig n o  #
c o r r e s p o n d e  a l  g ra d o  de l i s i s  de l a s  p a r e d e s  j o v e n e s ,  y l a  i h
d ic a d a  con e l  s ig n o  o , c o r re s p o n d e  a l a  l i s i s  de l a s  p a r e d e s  
v i e j a s .
145,
En l a  f i g u r a  X X I I ,  se han r e p r e s e n t a d o  l o s  g ra d o s  -  
de l i s i s  ( o r d e n a d a s )  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de i n c u b a c i é n ,  
p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  edades  ( a b s c i s e s ) ,
V a l o r a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l o s  h i d r o l i z a d o s  después de 120 ho 
r a s  de l i s i s . -
Los r e s u l t a d o s  co r r e s p o n d i e n t e s  a e s t a s  v a l o r a c i o » * -  
n é s ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  t a b l a  XV.
f l i c r o s c o p i a  o p t i c a . -
La m o r f o l o g f a  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  de e s t e  bon 
go a l  m ic r o s c o p io  o p t i c o ,  puede o b s e r v a r s e  en l a s  f i g u r a s  1 y
2 (p a r e d e s  j é v e n e s )  y en l a s  f i g u r a s  3 y 4 (p a r e d e s  v i e j a s ) . 
Las p a r e d e s  en e s t a s  f o t o g r a f f a s  se o b s e rv a n  l i m p i a s  de c o n te  
n id o  c i t o p l a s m a t i c o ,
n i c r o s c o p f a  e l e c t r é n i c a , -
La e s t r u c t u r a  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  jo v e n e s  de
3 d f a s ,  se o b s e r v a  a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r é n i c o  en p r e p a r a c i o -  
nes som breadas con A u /P d .  En l a  f o t o g r a f f a  1 se o b s e r v a ,  e l  
as p e c to  que p r e s e n t a n  e s t a s  p a r e d e s  a n t e s  d e l  a ta q u e  e n z im a -  
t i c o ,  m o s tra n d o  un a s p e c to  g r a n u l o s o .  En l a  f o t o g r a f f a  2 pue  
de o b s e r v a r s e  e l  cam bio  que e x p é r im e n t a  l a  u l t r a e s t r u c t u r a  -  
después de 48 h o r a s  de a t a q u e ,
P r o t o p l a s t o s . -
En e l  co n j u n t o  f o t o g r a f i c o  form ^do p o r  l a s  f i g u r a s .
1 46 .
c o m p re n d id a s  e n t r e  l a  1 a l a  6 ,  puede o b s e r v a r s e  l a  m o r f o l o —  
g f a  p r e s e n t a d a  p o r  l o s  p r o t o p l a s t o s  de e s t e  hon go . La mayo—  
r i a  de e l l o s  p r é s e n t a  poco c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i c o .
La a u t e n t i c i d a d  de e s to s  p r o t o p l a s t o s  se comprobo — 
p o r  l a  s e n s i b i l i d a d  p r e s e n t a d a  a l  choque o s m ô t ic o ,
E l  maximo r e n d i m i e n t o  de p r o t o p l a s t o s  o b t e n id o ^  se  
c o n t a b i l i z ô  a l a s  24 h o r a s ,  s ie n d o  de 1 , 5  . 1 0 ^ .
147,
TAPLA X I U -  A s p n r g i l l u s  n i g e r
Gracio de l i s i s  { % )  de p a r e d e s  de d i  T e r  e n t e s  
e d a d e s  c on  n i  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  en l a  s o l u ­
c i o n  e n z i m a t i c a .
PAGPnrs HORAS
D i a s 1 2 5 24 40
2 0 . 0  5 , 5  5 , 5 5 , 5  2 0 , 5
3 0 , 0  3 , 6  3 . 6 1 4 , 3  2 4 , 3
7 3 , 1  5 , 2  6 , 2 6 , 2  2 1 , 9
14 0 , 0  3 , 0  3 . 0 7 , 4  1 9 , 2
4 9 0 . 0  3 , 0  3 , 8 6 , 2  1 7 , 8
6 3 0 , 0  7 , 4  7 , 4 7 , 4  1 0 , 5
TABLA XV -  A s p e r g i l l u s  n i g e r
C a r b o h i d r a t o s t o t a l e s ,  sub s t a n c i  as r n r i u c t o r a s ,
g l u c o s a  y N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  p r o c e i i e n t e s  do —
l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  d e s p u é s  de 120 h o r a s  de h i  
d r o l i s i s .
PARTne S M i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o  de p a r e d e s
P .1 a s G a r h ,  T ,  S u b t . r e d ,  G l u c o s a  N - a c e t ,
2 2 4 7 , 0  1 8 1 , 5 1 7 9 , 2  1 0 , 7
3 2 4 7 , 0  1 4 8 , 5 1 4 0 , 4  8 , 3
14 2 2 0 , 1  1 2 1 , 0 1 1 5 , 2  8 . 8
148.
TAOLA XWI -  E n z i m n s  i f t i c a s  de A s p e r g i l l u s  n i g e r
a)  A c t i v i d a d e s  e n c o n t r a d a s  p o r  m u e s t r a  en e l  i f ­
q u i d o  de c u l t i v o  y cn e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  
en c u l t i v o s  de 70 d f a s .
b )  A c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  en e l  i f q u i d o  do c u l t i v o  
y on e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  en c u l t i v o s  de 70 
d f  a s .
c )  A c t i v i d a d e s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  de pare-H# 
des j ô v e n e s  ( 3 d f a s  ) .
EOZi r iA a h c
mil /rnuoc t r a  ) mO/mg p r o t e f n a s  niU/mg p a r e d
1 , 0 . E x t ,  11, L . C , E x t ,  11.
Q u i t i n a s a 1 4 , 0 0 0 . 5 0 2 . 1 2 0 . 2 0 0 , 0 0
j B - N - a c e t . 2 i 4 , o n 3 7 . 8 0 3 2 , 4 2 18,  10 2 . 0 0
F o s f . A c i d , 0 , 0 0 2 . 0 0 0 , 0 0 1 . 1 0 2 3 . 8 0
F o s f . A l c . 6 6 , 0 0 — 1 0 . 0 0 — 0 . 0 0
> 6 - 1 - 3  g l u c . 1 1 4 0 0 , 0 0 3 3 4 . 4 0 1 7 3 9 . 3 9 1 6 0 . 3 0 1 2 . 6 0
I n v e r t a s a 0 , 0 0 1 2 3 . 2 0 0 . 0 0 5 9 ,  10 9 , 0 0
C n l u l a s a 2 6 6 , 0 0 2 1 2 . 2 0 4 0 . 3 0 1 0 1 , 3 0 7 . 0 0
D e x t r a n a s a 0 . 0 0 3 8 . 7 0 0 , 0 0 1 8 , 5 0 1 3 . 8 0
P o l i g a l  a c t . 1 4 6 6 , 0 0 3 1 6 . 8 0 2 2 2 , 1 2 1 5 1 , 8 0 3 8 . 2 0
> 6 - 1 - 4  g l u c . 0 , 0 1 — 0 . 0 0 — —
> 8 - 1 - 6  g l u c . 1 6 , 0 0 — 1 3 . 0 3 — —
A m i l a s a 0 , 01 2 8 1 . 6 0 0 . 0 0 1 3 5 , 0 0 2 0 . 8 0
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Fig.3 F i g . 4
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Fig 5 F i g . 6
A s p e r g i l l u s  n i g e r . -
F i g . l  y  2 : p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 3 d i a s  o b s e r v a d a s  a l  m i c r o s c o ­
p i o  o p t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  x lOOO)
F i g . 3 y 4 : p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 50 d i a s  ( c o n t r a s t e  de f a s e  —
X  1 0 0 0 )
F o t o  1 ; p a r a d e s  c e l u l a r e s  de 3 d i a s  s o m b r e a d a s  con  A u / P d  .
X  3 0 . 8 0 0
F o t o  2 ; p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 3 d i a s  d e s p u é s  de 48 h o r a s  de l i ­
s i s  ( s o m b r e a d o  A u / P d )  x 3 2 . 2 0 0
F i g .  1 a l a  6 : L i b e r a c i o n  de p r o t o p l a s t o s  ( g a l a c t o s e  0 , 8  M y -
C l g Ga  a l  3 ^ ) ,  o b s e r v a d a  a l  m i c r o s c o p i o  o p t i c o  -
( c o n t r a s t e  de f a s e  x I O O O ) .
155,
S c h lz o p h y l lu m  commune
Grado de a u t é l l s i s . -
En l a s  c o n d ic io n e s  ya d e s c r i t a s  de c u l t i v o , e s te  hongo  
p r é s e n t a  un c r e c i m i e n t o  mas l e n t o  que l a s  o t r a s  e s p e c ie s  e s t u d i a -  
d a s ,  a lc a n z a n d o  e l  peso maximo a l o s  12 d ia s  de i n c u b a c io n  ( 7 0 , 5  
mg, de peso s e c o / m u e s t r a ) ,  ,
La f a s e  d e g r a d a t i v a  t r a n s c u r r e  1 e n ta m a n te ,  l l e g a n d o  a -  
un g ra d o  de a u t o l i s i s  de un 30/S a l o s  63 d ia s  de c r e c i m i e n t o ,  Cu l  
t iV O S  e n v e j e c i d o s  de 100 a 120 d f a s ,  a l c a n z a r o n  un g rad o  de au to  
l i s i s  de un 60%. En l a  f i g u r a  X X I I I ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s ,  
l o s  d i f e r e n t e s  g ra d o s  de a u t o l i s i s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c io n . '
V a r i a c i o n  de pH en l a  a u t o l i s i s . -  ~
Los v a l o r e s  de pH a lc a n z a d o s  d u r a n t e  e l  c r e c i m i e n t o  y — 
a u t o l i s i s ,  se e n c u e n t r a n  en l a  s i g u i e n t e  t a b l a .
D ia s
7 4 , 0
12 4 , 4
21 5 , 5
49 6 , 3
63 6 , 5
Como se puede o b s e r v a r  l a  a u t o l i s i s  t r a n s c u r r e  a pH c a -
s i  n e u t r o .
156.
V a l o r a c l o n  de en z im a s  l i t i c a s . -
Los r a s u l t a d o a  c o r r e s p o n d ! a n t e s  a e s t a s  v a l o r a c i o n e s ,  -  
se e n c u e n t r a n  a g ru p a d o s  en l a  t a b l a  XX.
La c a n t i d a d  de p r o t e f n a s  o b t e n i d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  
d e l  l i q u i d o  de c u l t i v e  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  f u é  de 1 3 ,1  y -  
3 , 0 4  mg. de p r o t e a n a s / m u e s t r a ,
P a r e d e s  c e l u l a r e s . -
Ln e s t e  hongo se o b t u v i e r o n  p a r e d e s  e n t r e  7 y 63 d ia s  -
de e d a d .
Grade de l i s i s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i o n . -
Los r e s u l t a d o s  o b t e n id o s  se e n c u e n t r a n  agru p a d o s  en l a  
t a b l a  X V I I ,  En l a  t a b l a  X I X ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  g r a ­
des de l i s i s  de l a s  p a r e d e s  con sus e n z im a s  e n d og en as .
La v a r i a c i o n  en e l  g ra d e  de l i s i s  a lc a n z a d o  p o r  l a s  p a *  
r e d e s  jo v e n e s  y v i e j a s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i ô n ,  se e n c u e n t r a  
r e p r e s e n t a d a  en l a  f i g u r a  X X IV ,  En e s t a  f i g u r a  l a  c u r v a  cuyos pun 
e s ta n  i n d i c a d o s  p o r  e l  s ig n o  •  , c o r re s p o n d e  a p a r e d e s  jo v e n e s  y -  
l a * o t r a  c u r v a  c o r r e s p o n d e  a p a r e d e s  v i e j a s .
En l a  f i g u r a  XXV, se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  g r a —  
dos de l i s i s  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de i n c u b a c i 5 n  p o r  p a r e d e s  
de d i f e r e n t e s  e d a d e s ,  a s f  como l o s  g ra d o s  de l i s i s  d e b id o s  a l a  -  
a c t i v i d a d  endogena ( d u r v a  con p u n to s  c l a r o s ) ,
V a l o r a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l o s  h i d r o l i z a d o s  d espués de 120 h o ra s  
de l i s i s , -
157.
Los r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d ! e n t e s  a e s t a s  v a l o r a c i o n e s ,  -  
se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  en l a  t a b l a  X V I I I .
n i c r o s c o p f a  o p t i c a . -
E l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  p a r e d e s  jô v e n e s  a l  m ic r o s c o p io  
o p t i c o ,  puede o b s e r v a r s e  en l a s  f i g u r a s  1 y 2 ,  a s i  como en l a s  —  
f i g u r a s  3 y 4 ,  e l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  l a s  p a r e d e s  v i e j a s .
n i c r o s c o p i a  e l e c t r o n i c a . -
E1 cambio e s t r u c t u r a l  e x p e r im e n ta d o  p o r  p a r e d e s  jô v e n e s  
de 7 d i a s ,  después de 48 h o r a s  de a ta q u e  e n z i m a t i c o ,p u e d e  s e r  o b -  
s e rv a d o  en l a s  f i g u r a s  1 y 2 .
P r o t o p l à s t o s . -
En l a s  f i g u r a s  c o m p re n d id a s  de l a  1 a l a  8 ,  puede o b s e r
v a r s e  e l  a s p e c to  que p r e s e n t a n  l o s  p r o t o p l a s t o s  p r o d u c id o s  p o r  es
t e  h ongo, n uchos de l o s  p r o t o p l a s t o s  se o b s e rv a n  d e n t r o  de l a s  —  
h i f a s ,  j u n t o  con pequeHas v a c u o la s  muy r é f r i n g e n t e s ,  Los p r o t o p l a s  
t o s  l i b e r a d o s  a l  medio son muy o pacos  a l  m i c r o s c o p i o .
La c a n t i d a d  de p r o t o p l a s t o s  p r o d u c id a  a l a s  24 h o ras  de
i n c u b a c i é n  f u é  de 1 , 2  , 1 0 ^  p o r  mg, de peso seco de m i c e l i o ,
E s to s  p r o t o p l a s t o s  f u e r o n  s e n s i b l e s  a l  choque o sm o t ic o  
en agua d e s t i l a d a .
158,
TABLA X V I I  -  B c h i z o p h y l l u m  commune
G r a d o  do l i s i s  (/□) de p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  
e d a d e s  con  e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  en l a  s n l u -  
c i o n  e n z i r n a t i c a .
PAREDES HORAS
b i a s • 1 2 5 24 48 72 96 120
7 0 . 0 0 , 0 2 . 4 2 8 . 6  3 1 . 0 3 1 . 0  3 3 .4  4 0 . 8
12 2 . 2 2 . 2 2 . 2 2 5 . 5  2 5 . 5 2 9 . 8  3 1 . 9  4 7 . 0
21 0 . 0 1 . 7 5 . 8 2 2 .1  2 7 . 2 3 0 . 5  3 2 . 2 4 4 . 1
49 0 . 0 0 . 0 1 . 0 3 2 . 0  3 6 . 0 4 0 . 0  4 0 . 0  4 0 . 0
63 0 , 0 0 , 0 1 .0 3 2 . 0  3 6 . 0 4 0 . 0  4 0 . 0  4 0 . 0
TABLA X \ / I I I  -  S c h i z o p h y l  l um commune
C a r b o h i d r a t o s  t o t a l e s , s ü b s t a n c i a s  r e d u c t o
r a s , g l u c o s a y N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  p r o c e d e n -
t e s ; do l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  d e s p u é s  de 120 -
de h i d r o l i s i s •
PAREDES n i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o de p a r e d e s
D i a s C a r b . T. S u b t . r e d .  G l u c o s a N - a c e t .
7 1 01 .  3 7 1 . 0 4 0 . 5 0 . 0
12 1 4 2 .5 1 0 0 . 0 4 5 . 0 0 . 0
21 1 2 0 .0 0 7 .  5. 4 5 . 0 0 . 0
49 1 0 5 . 0 6 2 . 5 4 2 .  3 0 . 0
63 5 0 . 0 4 2 . 3 0 . 0
159,
TAD LA XT X -  S c h i  z n p h y l l u m  co i i i i i iunp
Grnr in  rJr l i s i r ;  { % )  dn p a r a d e s  de d i f e r e n t n r  
e d a d r x ; , p o r  l a s  e n z i m a s  e x i s t e n t e s  en l a s  m i s -  
mas,  cc n e l  t i e m p o  de i n c u h n c i o n .
PARED,: S HO RAT,
H i  a 3 1 7 5 74 48 72 96 120
7 n . 0 0 . 0 5 . 3 2 1 .  1 2 3 .  3 3 6 . 0 4 2 .  1 4 4 . 7
71 11. n n . n 1 . 9 2 4 . 1 2 4 .  1 4 4 . 5 4 4 . 5 4 4 . 0
/19 0 .  n n . n n . n 2 0 . n 2 0 . 0 2 0 . 0 2 0 . 0 2 0 . 0
65 n . o n . n n . n 2 3 . 8 2 3 . 8 2 6 . 2 3 1 . 0 4 0 . 5
1 6 0 ,
TABLA XX ~ E n z i m a s  l i t i e n s  de S c h i  znpl iyl .1.um cnifnni.inc'
a)  A c t i v / i d n d e r -  encnnt ra i J .Tr ;  p o r  m u e n t r n  en e l  1 i q u i ^  
do r!e c u l t i v o  y en e l  e x t r e c t o  dn m i c e l i o  un —  
c u l t i \ / n n n  de 170 r i r a s .
h)  A c t i v i d a d  e n p r; c r  F i  c i  en e l  1 q u i  do de cu l  t i \ / n  y 
en e l  e x t r n c t u  de m i c e l i o  en c u l t i \ / o s  fie 170 -—  
d r  a G.
c )  A c t i  v i  li.arleR r e t e n i d a s  p o r  m i l  i  qramo fir; p a r  e ri o n 
j o v e n e s  (7  d r a s ) .
ENZIMAS
rnU/ muent : r  ,n ml l /m g p r u  t e r  n,"S mü/mn ri a r e d
L.  C. E x t . M L.  C. E x t . M .
Q u i t i n o s a 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
> 6 - f J - a c n t . 2 2 2 . 0 74.  6 1 6 , 9 8 .  1 0 . 0
E o s E . A c i  d. 3 0 6 . 0 7 0 . 8 2 3 . 4 24 .  6 1 . 0
F n s F. A1 c . n .n 0 .  0 e . l 0 . 0 0 . 0
; 6 - 1 - 5  g l u c . 1 6 2 6 0 . 0 3 4 7 1 . 7 1 2 4 1 , 2 114 2 . 0 4 . 0
I n v e r t a s a 7 3 3 2 . 0 34 6 7 . 2 1 5 9 , 7 991 . 3 3.  2
C n l l l l h s a 2 1 3 2 . 0 3 6 7 8 . 4 1 6 2 , 7 1 2 1 1 . 5 2 . 0
O e x t r a n a s a 0 . n 906 .  4 0 . 0 2 9 8 . 5 12 . 6
P o l i g a l a c t . 1 80 .  0 9 2 4 . 0 1 3 , 7 3 0 4 .  3 3 6 . 6
>5- 1 - 4  g l u c . 3 3 3 2 . 0 3 3 7 9 . 2 2 5 4 , 7 1 1 1 3 . 0 ---
j 6 - 1 - 6  g l u c . 6 6 5 . 0 1 0 1 2 . 0 5 0 , 8 3 3 3 .  3 0 . 0
A m i  1 a s a 2 0 6 4 . 0 1 1 9 6 . 0 60 1 , 9 3 9 4 . 2 6 . 8
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S c h i z o p h y i l u m  commune. -
F i g .  1 y 2 Î p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 7 d i a s ,  o b s e r u a d a s  a l  m i c r o s ­
c o p i c  o p t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  x  IDOO)
F i g .  3 y 4 : p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 63 d i a s ,  ( c o n t r a s t e  de F as e  -  
X  1 0 0 0)
F o t o  1 : P a r e d e s  c e l u l a r e s  de 7 d i a s  s o m b r e a d a s  c oq  f lu /Pd  «
X 3 0 . 0 0 0 .
F o t o  2 : P a r e d e s  c e l u l a r e s  de 7 d f a s ,  d e s p u é s  de 48 h o r a s  de 11 
s i s  ( A u / P d )  X 2 6 . 4 0 0  .
F i g .  1 a l a  F i g .  8 : a s p e c t o  m o r f o l o g i c o  q ue  p r e s e n t a n  l a s  h i ­
f a s  de e s t e  y  l o s  p r o t o p l a s t o s  f o r m a d o s ,  -  
o b s e r v a d o  a l  m i c r o s c o p i o  o p t i c o  ( c o n t r a s t e  
de f a s e  x l O O O ) .  ( ClNH^ 0 , 8  M . ) .
167,
H ucor tnucedo
Grado da a u t é l i s i s . -
E s t e  hongo p r é s e n t a  un buen c r e c i m i e n t o  a l  t e r c e r  d f a  -  
de i n c u b a c i o n ,  a lc a n z a n d o  e l  peso tnaximo a l  c u a r t o  d ia  de c r e c i —  
m ie n to  ( 4 8 , 0  mg. de peso s e c o / m u e s t r a ) .
E l  g ra d o  de a u t o l i s i s  a lc a n z a d o  en e l  d fa  s e x to  de e r e *  
c i m i e n t o  Fué d e l  2 0 ,6 % ,  aum entando h a s t a  un 50% en e l  d fa  63  de -  
i n c u b a c i o n .
En l a  F ig u r a  X X V I , se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  d i f e  
r e n t e s  g r a d o s  de a u t é l i s i s  a l c a n z a d o s ,  con e l  t ie m p o  de incuba-»—  
c i o n .
V a r i a c i o n  de pH en l a a u t o l i s i s . -
Los v a l o r e s de pH a lc a n z a d o s  d u r a n t e
b a c i é n ,  se ban a grup ado  en l a  s i g u i e n t e  t a b l a .
of as
4 4 , 6
7 4 , 5
14 4 , 4
49 5 , 7
63 4 , 8
Como p uede o b s e r v a r s e  to d a  l a  F ase de a u t o l i s i s  t r a n s c u  
r r e  a pH a c i d o .
168.
V /a lo r a c io n  de enz im a s  i f t i c a s . -
Los r e s u l t a d o s  de e s ta s  v a l o r a c i o n e s  r e a l i z a d a s  en l o s  
p r e c i p i t a d o s  p r o t e i n i c o s  d e l  l i q u i d o  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de 
m i c e l i o , a s f  como l o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a s  v a l o r a c i o n e s  r e a l i z a -  
en p a r e d e s  de 4 d f a s ,  se e n c u e n t r a n  a grupado s  en l a  t a b l a  X X IV ,
La c a n t i d a d  de p r o t e f n a s  o b t e n i d a s  en l o s  p r e c i p i t a d o s  
d e l  i f q u i d o  de c u l t i v o  y d e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o ,  f u é  r e s p e c t i v a -  
m ente  d e ,  3 , 0  Y 0 , 0 2 9  mg, de p r o t e f n a  p o r  m u e s t r a ,
P a r e d e s  c e l u l a r e s . -
En e s t e  hongo se o b t u v i e r o n  p a r e d e s  c e l u i a r e s - d e  edades  
c o m p re n d id a s  e n t r e  4 y 63 d f a s .
Grado de l i s i s  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i o n . -
Los g ra d o s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  p o r  l a s  p a r e d e s  de d i f e -  
r e n t e s  edad es  con e l  t ie m p o  de i n c u b a c i o n ,  se e n c u e n t r a n  a g r u p a - -  
dos en l a  t a b l a  X X I .  Los b la n c o s  de p a r e d e s  s i n  h e r v i r  p r e s e n t s —  
ro n  a l t e r a c i o n e s  a l o  l a r g o  de l a s  120 h o ra s  de i n c u b a c i o n ,  l a  l i  
s i s  que p r e s e n t a n  e s t a s  p a r e d e s  con sus p r o p i a s  en z im a s  endégenas  
S B  e n c u e n t r a  r e p r e s e n t a d a  en l a  t a b l a  X X I I I .
La l i s i s  p r o g r e s i v a  e x p e r im e n ta d a  p o r  l a s  p a re d e s  j é v e -  
nes y v i e j a s  con e l  p e r fo d o  de I n c u b a c i é n , s e  e n c u e n t r a  r e p r é s e n t a  
da en l a  f i g u r a  X X V I I ,  en l a  c u a l  l a  c u r v a  cuyos p u n to s  e s ta n  s e -  
O a la d o s  con e l  s ig n o  #  ,  c o r re s p o n d e  a l  g rado  de l i s i s  de l a s  pa­
re d e s  jo v e n e s  , c o r re s p o n d ie n d o  l a  o t r a  c u r v a  a l a  l i s i s  de p a r e ­
des v i e j a s .
En l a  f i g u r a  X X V I I I ,  se e n c u e n t r a n  r e p r e s e n t a d o s  l o s  —
169,
g r a d e s  de l i s i s  a lc a n z a d o s  a l a s  120 h o r a s  de l i s i s  p o r  l a s  p a r e ­
des de d i f e r e n t e s  e d a d e s .  En e s t a  f i g u r a  l a  c u r v a  con p u n to s  ne—  
g r o s ,  c o r r e s p o n d e  a l a  l i è i s  a l c a n z a d a  p o r  l a s  p a r e d e s  con l a s  en 
z im a s  d e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o  d e l  i f q u i d o  de c u l t i v o , y l a  c u r  
va  con p u n to s  c l a r o s  c o r r e s p o n d e  a l a  l i s i s  a lc a n z a d a  p o r  l a s  pa­
re d e s ;  con sus  p r o p i a s  e n z im a s  e n d é g e n a s ,
V a l o r a c i o n e s  e n z i m a t i c a s  r e a l i z a d a s  en l o s  h i d r o l i z a d o s  después -» 
de 120 h o r a s  de l i s i s , -
L os  r e s u l t a d o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  se e n c u e n t r a n  en l a  t a ­
b l a  X X I I .
n i c r o s c o p f a  o p t i c a . -
En l a s  f i g u r a s  1 ,  2 ,  3 y 4 puede o b s e r v a r s e  e l  a s p e c to  
p r e s e n t a d o  a l  m ic r o s c o p io  é p t i c o ,  p o r  l a s  p a r e d e s  jé v e n e s  (1  y 2 )  
y v i e j a s  ( 3  y 4 ) . E s ta s  p a r e d e s  c a r e c e n  de c o n t e n id o  c i t o p l a s m a t i -  
c o .
f l i c r o s c o p i a  e l e c t r o n i c a . —
En e s te .h o n g o  f u é  muy d i f i c i l  o b s e r v a r  l a  e s t r u c t u r a  —  
que p r e s e n t a b a n  sus p a r e d e s  jo v e n e s  de 4 d fa s  a n t e s  d e l  a ta q u e  en 
z i m a t i c o ,  d e b id o  a l a s  g ra n d e s  d i f i c u l t a d e s  que se p r e s e n t a r o n  en 
l a  p r e p a r a c i o n  de m u e s tr a s  som breadas con Au /Pd  de l a s  m ism as, ya  
que d eb ido  a l  tamaRo de e s t a s  p a r e d e s  como a l a  t e n d e n c i a  que p r e  
s e n ta b a n  e s t a s  de a g r u p a r s e  unas con o t r a s  s o b re  l a  r e j i l l a ,  se -  
p ro d u c fa n  F r e c u e n t e s  r o t u r e s  de l a  p e l f c u l a  de f o r m v a r d .  De l a s  -  
m u l t i p l e s  m u e s t r a s  p r e p a r a d a s ,  s o lo  pudo o b s e r v a r s e ,  l a  c o r r e s p o n
170,
d i e n t e  a l a s  p a r e d e s  4 d ia s  d espués d e l  a ta q u e  e n z i m a t l c o  de 40 -  
h o r a s ,  como puede v e r s e  en l a  f o t o g r a f f a  1 ,  en l a  que se o b s e r v a  
l a  s u p e r f i c i e  e x t e r n a  g r a n u lo s a  de l a  p a r e d ,  en l a  que p a r e c e n  ob 
s e r v a r s e  a lg u n o s  p u n to s  de a t a q u e .
P r o t o p l a s t o s . -
Los p r o t o p l a s t o s  en e s t a  e s p e c ie  no em p iezan  a l i b e r a r -  
se a l  m edio h a s t a  d esp ués  de l a s  t r è s  p r im e r a s  h o ra s  de in c u b a —  
c i o n .  Como p uede v e r s e  en l a s  f o t o g r a f ( a s  fo rm ad as  p o r  l a s  f i g u * f  
r a s  de l a  1 a l a  6 ,  e s to s  p r o t o p l a s t o s  p resen tan "  un a s p e c to  muy -  
t e n u e ,  y t r a n s p a r e n t e ,  p u d ie n d o  o b s e r v a r s e  muy b ie n  su c o n te n id o  
c i t o p l a s m a t i c o ; f r e c u e n t e m e n t e  p r e s e n t a n  d e f o r m a c io n e s  de su mem­
b r a n e  ( f i g , 6 ) ,  d i s t i n g u i é n d o s e  muy b i e n  de sus e s p o ra s  que tam —  
b ié n  son t r a n s p a r e n t e s  p ero  no p r e s e n t a n  e s ta s  t r a n s f o r m a c i o n e s , -  
( f i g ,  1 y 5 ) .
E s to s  p r o t o p l a s t o s  cuando son a g i t a d o s  con agua d e s t i l a  
da ,  p r e s e n t a n  s e n s i h i l i d a d  a j  choque o s m o t ic o .
A l a s  24 h o r a s  de in c u b a c i o n  e l  r e n d i m i e n t o  de p r o p l a s -  
t o s  p r o d u c id a  fu é  de 1 , 2 .  10^ p r o t o p l a s t o s  p o r  mg. de peso seco  -  
de m i c e l i o .
171,
TABLA XXI  -  r i u c n r  mucedo
Gr ad o de l i s i s  {% )  de p a r e d e s  de d i f e r e n t e s  _e 
d n d e s  con  c l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n  en l a  s o l u * * - -  
c i o n  e n z i m a t i c a .
PARGDFS h o r a :
o f  as 1 2 5 24 40 72 96 120
4 0 . 0 2 . 2 6 . 7 8 . 9 1 1 . 2 1 3 . 3 1 5 . 6 1 5 . 6
7 0 . 0 5 . 8 5 , 8 7 . 7 9 . 6 1 1 . 5 1 1 . 5 1 1 . 5
14 0 . 0  . 5 . 2 5 . 2 8 . 6 8 . 6 1 3 . 0 1 3 . 8 1 3 . 0
49 0 . 0 7 . 0 9 . 3 9 . 3 9 . 3 1 1 . 6 1 1 . 6 1 1 . 6
63 0 . 0 3 . 8 9 . 6 9 , 6 9 . 6 1 1 . 5 1 1 . 5 1 1 . 5
TABLA X X I I  -  M u c e r  mucedo
C a r b n h i d r a t o s  t o t a l e s ,  s ü b s t a n c i a s  r e d u c t o -  
r a s ,  g l u c o s a  y N - a c e t i l g l u c o s a m i n a ,  p r o c e d e n — 
t e s  de l a s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s ,  d e s p u é s  de 120 - 
h o r a s  de h i d r o l i s i s .
PARLnrS 






M i c r o g r a m o s / m i l i g r a m o  de p a r e d e ;
G a r b . T.
4 5 .  n 
4 1 . 3
6 3 . n
î u b t . r e d .  G l u c o s a
1 0 . 6  
1 6 . 0  
1 0 . 7
1 3 . 3
1 3 . 3
4 . 5











TAOl-A X X I I !  -  Mu c o r  mucof ln
G r a do  dn l i s i s  { % )  do p a r n d o s  do r j i  G e r m — 
t n s  n d a d o s ,  p o r  l a s  o n z i m a s  n x i  s t e n t n s  on .a;  
m i s m n s ,  c on  e l  t i e m p o  do i n c u b a c i o n .
PARGfir: i i g r a :
o f  as 1 5 24 40 72 96 120
A (1.0
__
0 . 0 2 . 6 5 . 1 7 . 7 7 . 7 7 . 7 1 0 . 3
7 0 . 0 2 . 0 2 . 0 4 . 0 6 . 0 8 . 0 0 . 0 8 . 0
14 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 8 8 .  8 8 . 8 8 . 0 0 . 0
49 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
67. O'. n 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0 0 . 0
173,
TABLA X X I V  -  E n z i m a s  l i t i c a s  d e l  PlucoE mucedo
a)  A c t i v i d a d e s  e n c o n t r a d a s  p o r  m u e s t r a  en e l  l i -  
q u i d o  de c u l t i v o  y en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  
en c u l t i v e s  de 70 d f a s .
b )  A c t i v i d a d  e s p e c f T i c a  en e l  i f q u i d o  de c u l t i v o  
y un e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  en c u l t i v e s  de 70 
d f  a s .
c )  A c t i v i d a d e s  r e t e n i d a s  p o r  m i l i g r a m o  de p a r e —  
d es  j o v e n e s  ( 4  d f a s ) .
ENZIMAS a b c
m U / m u e s t r a mü/mg p r o t e f n a s inl j /mq [ l a r e r l
L . C . E x t . M . L . C . F x t . M .
Q u i t i n a s a 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
j B - N - a c e t . 5 . 6 0 0 . 0 2 1 . 9 0 6 0 . 0 0 1 . 0 0
F o s f , A c i d , 2 . 0 0 0 . 0 4 0 . 6 0 1 . 5 0 1 . 7 0
F o s F , A i e , 0 . 0 0 Ô.OO 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0
JÔ -1 -3  g l u c . 1 2 0 0 . 0 0 0 . 0 0 4 0 0 . 0 0 0 . 0 0 8 . 2 0
I n v e r t a s a 0 . 0 0 0 , 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 7 . 0 0
C e l u l a s a 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 5 . 8 0
O e x t r a n a s a 1 8 0 . 0 0 0 . 0 0 6 0 . 0 0 0 . 0 0 1 1 . 4 0
P o l i g a l a c t , 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 2 9 . 2 0
jB -1 -4  g l u c . 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 0 . 0 0 —
jB -1 -6  g l u c . 6 4 6 . 0 0 0 . 0 0 2 1 5 . 3 0 0 . 0 0 1 1 . 4 0
A m i l o s a 5 8 3 2 . 0 0 9 .  10 1 9 4 4 . 0 0 3 2 0 c 00 1 0 . 4 0
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nucor mucedo. -
F i g ,  1 y 2 : P a re d e s  c e l u l a r e s  de 4 d ia s  o b s e rv a d a s  a l  m ic ro s c o  
p io  o p t i c o  ( c o n t r a s t e  de f a s e  x 1 0 0 0 ) ,
F i g .  3 y 4 ; P a re d e s  c e l u i  a r e s  de 63 d xas ( c o n t r a s t e  de fa s e  —
X  10 0 0 )
F o to  1 ; P a re d e s  de 7 dxas d espues de 48 h o r a s  de l i s i s ,  sombrea  
das con Au/Pd « O b s e rva d a s  a l  m ic r o s c o p io  e l e c t r o n ! c o  — 
X  3 8 . 0 0 0 .
F i g .  1 a l a  f i g , 6 : A spec to  m o r f o l o g ic o  p r e s e n t a d o  p o r  l a s  h i —  
f a s ,  e s p o ra s  y p r o t o p l a s t o s  l i b e r a d o s  de es 
t e  b on g o ,  o b s e rv a d o  a l  m ic r o s c o p io  o p t i c o  -  
( c o n t r a t e  de f a s e  x 1 0 0 0 ) .  (C lN a  0 , 8  (*1).
D I  s C U s I  0 l\I
180.
n i s c u s i ü N
r n  .1 n F i s i a l f i g i a  de H o n g o s ,  l a  u l t i m a  Faae de c r e c i ^  
m i n n t r i ,  1 1 ainatJa Faaa de t J e c a d e n c ia  o a u t n l i a i s  ( M a n d a i s , 1905)  
l ia s i d n  |U'cn a s t i i f i i a d a ,  an c o r n p a r a c i n n  cun l a s  damas Fasas dn 
c r é a i  mi a n t e .
l a  i n i c i a c i o n  da l a  a u t e l  i  s i  s , c n i n c i d a  cnn l a  das_a 
p a r i c i n n  ria l a  F i i e n t a  c a r h n n a d a  p r é s e n t a  an a l  m a d io  de c u l  t i_  
Vü (L .aa l  y c n l a b .  I 9 6 0 ) .  Sagun P . I I .  M a t i l e  ( 1 9 6 6 ) ,  l a  a u t n l i -  
s i s  fu iede  c o r  c n n s i d a r a d a  corna l a  muer t a  de l a  c e l u i  a ,  f i r i n c _ i  
p a l m n n t n  p u r  Fa i  t a  da n u t r i e n t a s ;  cornu c o n s e c u a n c i  a l a s  a n z i -  
mas l i t i c a s  c o n f i n a d a s  an 1ns  l i s o s o m a s  ( T h o r n t o n ,  1968;  Fa—  
I n n r j a  y c r i l  a i t .  , 1969 )  son  l i t i e r a d a s ,  ompezando l a  h i d r o l i s i s
da 1 ns mal. o r  i  a l  as c i  t n p l  a s m c t i  cor. y  da l a s  p a r a d a s  c o l u l a r a s ,  
F s t ü  se r  a F1  a j  a on una p a r d i d a  g r a t l u a l  d e l  p e so  d'aï m i c a l i n ,  
que r j e n o r a l m a n t n  sa ha tornado como c r i t a r i o  p a r a  l a  m ad ida  da 
l a  n i i t n l  i s i  .'1 ( O n l i r ,  IOTP; F i t t e r ,  1955 ;  L a h o z  y c o l a h . ,  1 9 6 6 ) ,
[ o s  q r a r l t j s  da a u t o l i s i s  a l c a n z e r j o s  p a r  l u s  d i F e r a n -  
t a s  h o n g o s  ,aqu T e s t  u r i i  a i In.s, a l u s  70 d i a s  da i n c u b a c i o n  Fue—  
r o n :
F r m i  c i l  1 i  um o x a 1 j  c u m ------------------------ 9 3 ' /
l\| IMI r  o s [1 n r  a c r  a s s s -------------------------------R i /
e r  g i 1 1 u s n i  du 1 a n s  r-------------- 7 5 /
Po.l y  s t i c t u s  \ / o r s i  c o l  o r --------------------7 6 /
18 1.
A n p a r q i l l u s  n i q e r  ---------------------- 5 0 /
S c h i z o p h y l l u m  commune ------------- 3 0 /
rill c o r  m u c e d n ---------------------------------- - 5 0 /
E l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  a l c a n z o  e l  man a l t o  g r a d o  -  
de a u t a l i s i n  y mas r a p i d a m e n t e ,  de m a n e r a  que  c u l t i u o n  de mas 
de 14 d i a s  y a  no p o d i a n  s e r  e m p l e a d n s  p a r a  l a  o b t e n c i o n  do p_a 
r e d e s  c e l u l a r e s ,  p e r  l a  i m p o s i b i l i d a d  de s e p a r a r  I n s  p e q u o o o s  
t r o z o s  de p a r e d e s  d e l  m a t e r i a l  c i  t o p i a s m a t i c o , p r o c e d e n t c s  am 
b o s  do l a  a u t o l i s i s  do l a s  h i f a s ,  Todo e s t e  m a t e r i a l  l l o g a  a 
d e s a p a r e c e r  a l o s  40 d i e s  de i n c u b a c i o n ,  q u e d a n d o  una masa do 
e s p o r a s  que  son  e s t a b l e s  i n d e f i n i d a m e n t e .  S i e m p r e  p u o d e n  v e r ­
se en e s t e s  c u l t i v a s  e n v e j e c i d o s  y en c a n t i d a d e s  no s i g n i f i e r a  
t i v a s  a l g u n a s  h i f a s  n u e v a s  y o t r a s  en a v a n z a d o  e s t a d o  de a u t ^  
l i s i s ,  es como s i  l o s  p r n d u c t o r ,  do l a  d e g r  a d a c i o n  c e l u i  a r  die_ 
r a n  l o s  n u t r i e n t e s  n e c e s a r i o s  p a r a  e l  c r e c i m i e n t o  o r e g e n e r a -  
c i 6 n  de n u o v a s  h i f a s .
L o s  t r a b a j o s  de T r i n c i  y R i g h e l a t o  ( 1 9 7 0 )  s o b r e  l a  
a u t o l i s i s  d e l  P é n i c i l l i u m  c l i r y s o q e n u m , p o n e n  dn m a n i f i e r . t o  - -  
que e l  g r a d o  de a u t o l i s i s  de e s t e  h o n gn  a l o s  s o i s  d i as de —  
i n c u b a c i o n  l l e g o  a s e r  de un 8 3 /  en c u l t i v o s  en a g i  t a c i o n .  —  
E s t e  a l t o  g r a r l o  de a u t o l i s i s  es c o m p a r a b l e  a l o s  o b t e n i d o s  —  
p o r  n o s o t r o s  p a r a  e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  en c u l t i v u  e s t a c i o -  
n a r i o , a u n q u n  en e s t e  t i p o  de c u l t i v e  e l  p r o c e s o  es mucho mas 
l e n t o ,  p e r o  se s i g u e  e s t a  f o r m a  de c u l t i v o  p o r q u e  se ha com—
182.
p ro bado  que l a  p r o d u c c io n  de e n z im a s  l i t i c a s  en c u l t i v e  e s t a -  
c i o n a r i o  es s ie m p re  m ayor (R e ye s  y c o l a b , ,  1 9 7 7 ) ,
En l o s  p r e c i p i t a d o s  e n z i m â t i c o s  p r o c e d e n t e s  de c u l ­
t i v o s  de 70 d f a s ,  hay  una g ra n  d i v e r s i d a d  de e n z im as  i f t i c a s  
i n t im a m e n t e  r e l a c i o n a d a s  con l a  d e g r a d a c io n  de l o s  p o l i s a c a r i  
dos de l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  y de l o s  c a r b o h i d r a t o s  de r é s e r ­
v a .  La a c t i v i d a d  e s p e c i F i c a  de l e s  e n z im a s  r e l a c i o n a d a s  con -  
l a  h i d r o l i s i s  de l a  q u i t i n a ,  q u i t i n a s a  y p - N - a c e t i l g l u c o s a m i -  
n i d a s a ,  es mayor 4 , 2  y 1 , 7  voces  r e s p e c t i v a m e n t e  en l o s  e x » « -  
t r a c t o s  de m i c e l i o  que en e l  i f q u i d o  de c u l t i v o ,  o c u r r i e n d o  -  
l o  c o n t r a r i o  p a r a  l a  m a y o r fa  de l a s  o t r a s  en z im a s  e s t u d i a d a s .  
Las û n ic a s  enz im as  e n c o n t r a d a s  en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  y no 
en e l  i f q u i d o  de c u l t i v o ,  son l a  f o s f a t a s a  a c id a  y l a  ^ 1 , 6  -  
g lu c a n a s a  ( p u s t u l a n a s a ) , La d e x t r a n a s a  s o la m e n te  se ha e n c o n -  
t r a d o  en e l  i f q u i d o  de c u l t i v o .
La l i s i s  de l a s  p a r e d e s  c e l u i  a r e s  d e l  P é n i c i l l i u m  -  
o x a l i c u m  con l a s  en z im a s  i f t i c a s  p r o c e d e n t e s  d e l  i f q u i d o  de -  
c u l t i v o ,  o c u r r e  mas r a p id a m e n t e  y en mayor e x t e n s io n  (95% ) en 
p a r e d e s  j ^ v e n e s ,  que en p a r e d e s  p r o c e d e n t e s  de m i c e l i o s  v i e —  
j o s  ( 5 0 % ) ,  a n a lo g a m e n te  a l o  i n d i c a d o  p o r  P o la c h e c k  y Rosah-*» 
b e r g e r  ( 1 9 7 5 )  p a r a  p a r e d e s  de A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , y p o r  Re­
y es  y L ah oz  ( 1 9 7 7 )  p a r a  p a r e d e s  de S c l e r o t i n i a  F r u c t i g e n a . Lo 
que h ace  s up o n er  de a c uerdo  con l o s  a u t o r e s  c i t a d o s ,  que hay  
una p a r t e  de l a  p a r e d  mês s u c e p t i b l e  a l  a ta q u e  e n z i m a t i c o ,  y 
a m ed ida  que l a s  p a r e d e s  p ro c e d e n  de m i c e l i o s  mas v i e j o s ,  l a
183,
p a r t e  a t a c n b l c ï  es m e n e r ,  T a m b i n n  se puecln p n n s a r  que n], prr ice_ 
sn see mas l e n t o ,  rie a c u e r r l o  con e]  a l t o  g r o r l o  dn a u t n l  i s i  s -  
a l c a n z a d o  p o r  e l  mi  c o l  i  u d e l  P é n i c i l l i u m  o x q ] i c u m  f l e s p u c s  dn 
7(1 d i a s  (Je i n c u b a c i ( 5 n ,  n que  en l a s  c o n d i c i o n n s  e x p é r i m e n t a —  
1 n s b a y a  p e r d i d a  de a l g u n a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a .
La c n n t i d a d  de f j - n c e t i l g l u c u s a m i n a  y g l u c o s e  d é t e r ­
m i n a  d a en l o s  h i d r o l i z a d o s  de e s t a s  p a r e d e s  i n  d i e  a que l a  caj i  
t i d a d  do r i u i t i n a  h i d r n l i z n b l e  a l  e s t a d n  de N - a c e t i l g l u c ( J s a m i -  
na r e p r é s e n t a  en p a r e d e s  j o v e n e s  e n t r e  un 6 , 4  a un 8 , 3 /  d e l  -  
p e so  de l a  p a r e d ,  y en p a r e d e s  v i e j a s  de un 7 , 1  a un 7 , 3 / .  —  
A n a l o g a m e n t e  l a  c a n t i  dad  de g l u c o s e  e n c o n t r a d n  i n d i c e  t ]ue l o s  
g l u c n n o s  h i d r o l i z a d o s  a l  e s t a d o  de g l u c o s e  o s c i l a n  e n t r e  un -  
8 , 4  y 1 1 , 6 /  d e l  p e s o  de l a  p a r e d  en p a r e d e s  j o v e n e s  y d e l  , P 
a 5 , 1 /  en p a r e d e s  v i e j a s .
L a s  e n z i m a s  " r e t e n i  des " o e n z i m a s  en do g en s de l a s  -  
p a r e d e s  d e l  P é n i c i l l i u m  o x a1 i c u m  no p r o  d u c e n  n i n g u n  e f e c t o  1 ^  
t i  co a p r e c i a b l e  s o b r e  l a s  m i s m a s ,  p r o b  a b l  e m e n t e  ( ; l l o  see  debi^ 
do a l a s  p e q u n o a s  a c t i v i d a d c s  ( v e r  t a b l a  I I I )  de c | u i t i n a s a , -  
P - N - a c e t i l  g l u  c e s  ami  n i  d os  a y 3 - 1 , 3  g l u c a n a s a  r e t e n i d a r .  p o r  l a s  
p a r e d e s ,  y a que e s t a s  e n z i m a s  p u e d e n  s e r  l a s  r e s p o n s a b l e s  rie 
l a  l i s i s ,  como o c u r r e  on l a s  p a r e d e s  de P é n i c i l l i u m  c h r y s o q e -  
num ( T r o y  y K o F F e r ,  1 9 6 9 ) ,
La e s t r u c t u r a  de l a s  p a r e d e s  p r o c e d e n t e s  de m i c e l i o  
de t r è s  d ' o s  d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  e s t a  F o r m ad n  p o r  m i c r o
1 8 4 ,
F i b r i l l a ?  e n t r e c r u z a d a s  como puede v e r s e  en l a s  f o t o g r a f i a s  -  
o b t e n i d a s  p o r  m ic r o s c o p x a  e l e c t r o n i c a  de p a r e d e s  sombreadas -  
(A u /p d )  ( F o t o s  1 y 3 ) ,  s ie n d o  muy semej a n t e s  a l a s  p a r e d e s  de 
P é n i c i l l i u m  chrysog enu m  (T r o y  y K o F f e r ,  1 9 6 9 ) ,  E s ta s  p are d e s  
a ta c a d a s  d u r a n t e  24 h o r a s  con l a s  en z im a s  i f t i c a s  p ro c é d a n te s  
d e l  I x q u i d o  de c u l t i v o ,  p r e s e n t a n  a l t e r a c i o n e s  en l a s  m ic ro F ^  
b r i l l a s  d e l  r e t f c u l o , m o s tra n d o  g ra n d e s  p o r o s  o a g u j e r o s .  Un 
cambio en l a  e s t r u c t u r a  c o m p a ra b le  a e s t a s  a l t e r a c i o n e s  ha s i  
do o b s e rv a d o  p o r  T ro y  y KoFFer ( 1 9 6 8 )  en P é n i c i l l i u m  chrysoq e  
num, cuando l a s  p a r e d e s  de c in c o  dxas son t r a t a d a s  con una —  
p - 1 , 3  g lu c a n a s a  p u r a  p r o d u c id a  p o r  B a c i l l u s  c i r c u l l a n s .  Un as 
p e c to  d i F e r e n t e  a d q u ie r e n  l a s  p a r e d e s  d e l  P é n i c i l l i u m  c h ryso ­
genum, cuando son t r a t a d a s  p o r  una q u i t i n a s a  p u r a ,  p ro d u c id a  
p o r  e l  S t r e p to m y c e s  8 - A ,  p e r d ie n d o  como l a  r i g i d e z  e x t e r n a  de 
l a  p a r e d ,  E s to  en e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m  es menos a p r e c i e b l e  
p o r  l a  a c c io n  c o n j u n t a  de ambas e n z im a s  y p ro b a b le m e n te  per -  
l a  a c c iS n  mas l e n t a  de l a s  q u i t i n a s a s ,
F o t o g r a F x a s  o b t e n i d a s  p o r  m ic r o s c o p f a  e l e c t r o n i c a  -  
de c o r t e s  F in o s  de p a r e d e s  de 3 dxas a n t e s  y despues de seme- 
t e r s e  a l a  a c c io n  e n z i m a t i c a ,  m u e s tr a n  c la r a m e n t e  que en la s  
p a r a d e s  d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l ic u m  se pueden  d i s t i n g u i r  has ta  -  
c in c o  capas  de d i F e r e n t e  d e n s id a d  e l e c t r o n i c a  ( F o to s  5 y f ) ,  
H u n s le y  y B u r n e t t  ( 1 9 7 0 )  t a m b ié n  ban e n c o n t r a d o  c in c o  capas -  
en l a s  p a r e d e s  de N e u r o s p o r a  c r a s s a  b a s a n d o s e  en e s t u d i o s  e n -  
z i m a t i c o s  y de m ic r o s c o p f a  e l e c t r o n i c a ,  E s to s  a u t o r e s  tam bién  
ponen de m a n i F i e s t o  l a  e x i s t e n c i a  de c u a t r o  capas en S c h i io —
185.
p h y l lu m  commune y dos capas en P h y to p t h o r a  p a r a s i t i c a ,  L a b o rd a  
y c o l a b ,  ( 1 9 7 4 )  o b s e r v a r o n  p o r  m ic r o s c o p f a  e l e c t r o n i c a  en Fusa  
t iu m  cu lm orum , t r è s  capas  de d i f e r e n t e  d e n s id a d  e l e c t r o n i c a ,  -  
s ie n d o  l a  capa mas e x t e r n a  ,  l a  mas r e s i s t e n t e  a l a  a c c io n  i f -  
t i c a  de l a  " s t r e p z y m a  FL" (L a b o r d a  y c o l a b . ,  1 9 7 4 ) .  En l a s  f o -  
t o g r a f f a s  6 ,  9 y 1 2 ,  ta m b ié n  puede o b s e r v a r s e  que en l a  l i s i s  
de l a s  p a r e d e s  d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l ic u m  con sus p r o p i a s  e n z i —  
mas Ig E ic a s ,  l a  capa e x t e r i o r  es l a  mas r e s i s t e n t e  a l a  l i s i s  y 
l a  menos densa a l  m ic r o s c o p io .  e l e c t r o n i c o .  Las f o t o g r a f f a s  9 ,  
1 0 ,  11 y 1 2 ,  m u e s tra n  como se va  p r o d u c ie n d o  e l  a ta q u e  e n z im a ­
t i c o  a d i f e r e n t e s  a l t u r a s  de l a  p a r e d .
Tam bién hay que d e s t a c a r  l o s  cam bios  e s t r u c t u r a l e s  -  
que s u f r e  e l  m i c e l i o  d u r a n t e  l a  a u t é l i s i s .  En m i c e l i o  de 3 - - -  
d fa s  ( f o t o s  1 3 ,  1 5 ,  17 y 19) se o b s e r v a  una p e r f e c t s  o r g a n i z a -  
c i é n  t a n t o  d e l  c i t o p l a s m a  como de l a  p a r e d  c e l u l a r ,  p o r  e l  con 
t r a r i o  en m i c e l i o  a u t o l i z a d o  de 14 d fa s  se ve una g ra n  d e s o rg a  
n i x a c i o n  d e l  c i t o p l a s m a  y l a  e x i s t e n c i a  de l i s i s  en l a s  d i f e —  
r e n t e s  capas de l a  p a r e d  c e l u l a r  ( f o t o s  1 4 ,  1 6 ,  18 y 2 0 ) .  B a in  
b r i d g e  y c o l a b . ( 1 9 7 1 )  t a m b ié n  o b s e r v a r o n  e s t a  d e s o r g a n i z a c i o n  
en c u l t i v o s  a u t o l i z a d o s  d e l  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s .
La o b t e n c i é n  de p r o t o p l a s t o s  de m i c e l i o  jo v e n  d e l  —  
P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , con sus p r o p i a s  e n z im a s  i f t i c a s  en un me 
d io  osm oticame n t e  e s t a b i l i z a d o ,  e r a  l o g i c o  de e s p e r a r ,  ya  que -  
l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de e s t e  hongo s u f r f a n  un a l t o  g ra d o  de -  
l i s i s  a l  s e r  t r a t a d a s  con e s t a s  e n z im a s ,  g s f  como p o r  l a  __ -
186,
n u t u l  i n i r ,  n n i u r f i T  a u P r i d o  p o r  n n t n  m i c r o a r g u n i r . m o . Tn l a  r e \ / i -  
s i u n  h i h l i n g r a P i c a  l l n v / a i l n  o c a l m , no hcmor, n n c o n t r a r l u  nadn 
r e P o r o n t e  a l a  p r o d u c c i u n  de p r o t o p l a s t o s  p o r  e l  P e n i t i l l i u m  -  
o x a l i c u m , on c a m h io  l a  p r o d u c c i o n  de p r o t o p l a s t o s  p u r  e l  P e n i -
c i  11 i  um c l i r y  so ge n  u m h a s i  do e s t u d i a d a  p o r  F a u c e t t  y c o l a b , -----
( 1 9 7 3 ) ,  Anna y c o 1 a h . ( 1 9 7 4 )  y P o h e r d y  y c o l a b . ( 1 9 7 6 ) ,  Fn l a s  -  
c o n d i c i o n n s ,  P i j  a d a s p a r a  l a  o b t e n c i o n  de p r o t o p l a s t o s  p o r  e l  -  
P e n i c i l - 1  iu m  o x a l i c u m  y b a s a n d o n o s  en e s t a s  e s t u d i o s ,  l a  c a n t i -  
dad rie | i r o t o p  1  a s t o s  o h t e n i d a  p o r  mg, de p e s o  seen  de m i c e l i o ,  
Pun de 1 , 3  1PT\
La N e u r o s p o r a  c r a s s a  a l c a n z o  un a l t o  g r a d e  de a u t o / i  
s i s  ( 8 1 / )  a n a l o g a m e n t e  a I n  r|ue ya h a b i a n  com prob  a do Reyes y -  
c o l  a h . (  19 6 6 ) .
Los  f i r r ’c i p i t a d o s  e n z i m a t i c n s  p r o c e d e n t e s  de l  l i g u i d o  
m o t a b o l i c o  a s '  como d e l  n x t r a c t o  de m i c e l i o  de c u l t i v o s  a u t o l j ^  
z a d o s  do 7(’ d x a s ,  p r e s e n t a n  una a l t a  a c t i v i d a d  e s p e c x P i c a ,  r o £  
p e c t o  l a  [ 3 - 1 , 3  g l u c a n a s a ,  i n v e r t a s a  y a r n i l a s a  con  v a l o r e s  de 
2 , 2  , 2 ,B  y 1 , 7  11/ mg do p r o t e ' n a ,  s i e n d o  e s t a s  a c t i v i d a d e s  ma-
y ( ' r  ' ' s f n f 1 i ' ,  i l i  flu de c u l t i v o  que en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  -  
8 , 9  , 1 ,9  y 9 , 8  v o c e s  r e s f D o c t i v a m e n t e .  T a m b ie n  os i n t e r e s a n t e  
d o s t a c a r  quo on e s t o s  p r e c i p i t a d o s  t o d a s  l a s  e n z i m a s  I ' t i c a s  -  
a n a l i z a d a s  p r n s o n t a r o n  a c t i v / i d a d .
La l i s i s  r l r ;  l a s  p a r e d e s  rIe N e u r o s p o r a  e r a s s a  a l a s  -
1 2 1 1  h o r a s  de o ta r u ie  e n z i m ' t i c o  l l e g a  a s e r  do un 5 8 /  on la : ;  -  
p a r e d e s  j ' v o n n s  ( 4 r l ' a s )  oh t o o l  das do m i c e l i o s  en Pase de e re
187,
c i m i e n t o ,  r n i o n t r a s  que l a  l i s i s  de p a r e d e s  p r o c e d o n t e o  (le m ie n  
l i n s  a u t o l i z a d o s  (6 3  d i a s ) ,  l l e y a  a s e r  de un 3 1 , 2 / .  F s r i e c i r  
que l e s  p a r e d e s  j o \ / e n e s  de N e u r o s p o r a  c r a s s a  se e t a c n n  e l  do—  
b l e  que l o s  p a r e d e s  " v i e  j a s " . P a r e d e s  de r I i  F o r a n t e s  e dad es cruii 
p r e n d i d o s  e n t r e  l a s  a n t e s  c i t a d a r . . n i c a n zan un g r a d e  tie l i s i s  -  
c o r n p r e n d id o  e n t r e  5 0 , 1 /  y un 3 1 , 7 /  ( T a b l a  l U ) .
Ile l a s  e n z i m a s  l i t i c a s  r e t e n i d a s  p o r  l a s  p a r e d e s  c e ­
l u l a r e s  de 4 d x a s  de N e u r o s p o r a  c r a s s a  , p r e s e n t a n  a c t i v i d a d e s  
â p r e  c i  a b l  es ( e n t r e  0 a 40 frtU/mg de p a r e d )  l a  p - 1 , 3  g 1 u c n a s a , 
i n v o r t n s a ,  c e l u l a s a ,  d e x t r a n a s a ,  p o l i g a i a c t u r o n i d a s a  y a m i l a s a .  
Auruiue no se ha e s t u d i o  do l a s  e n z i m a s  r e t e n i d a s  p o r  p a r e d e s  rJe 
f l i T e r o n t e s  e d a d e s ,  s i  ce ha c o m p ro b a d o  nue e l  n f n c t r j  1  x t i  co dci 
b i d o  a e s t a s  e n z i m a s  es a p r o x im a d a r n e n t e  de un 1 0 /  ( d c s p u é s  de 
120 h o r a s  de i n c u b a c i o n  en e l  t a m p o n )  en p a r e d e s  h a s t a  de 49 -  
d x a s ,  Fn p a r e r l e s  do 63 dxas  no hay  n i n g u n  e f e c t o  I x t i c o  c n d o -  
geno ( T a b l a  \ / l ) .
La B s t r u c J : u r a  de l a s  p a r e d e s  de Neu rospo ra  c r a s s a  ha 
s i d n  muy es t u  d i  aria (M ahadevan  y Ta turn,  1967 ;  Mono ch a y Co l  i n  
1967 y I l u n s l e y  y D u r n e t L  1 9 7 0 ) .  L as  p a r e r l e s  rie 4 dxas  a n t e s  y 
d e s p u é s  d e l  a t a q u e  e n z i m a t i c o  ( p a r e d e s  s o m b re a d a s  A u /P d )  p r e ­
s e n t , an un a s p e c t o  g r a n u l o s o  y f i b r i l a r  r e s p e c t i v a m e n t e  compa­
r a b l e  con l o s  r e c u l t n d n s  o b t e n i d o s  p o r  Monocha y C o l v i n  ( 1 9 6 7 )  
a n t e s  y d e s p u o s de t r a t n r  l a s  p a r e d e s  de 3 o 4 dxas  con e n z i ­
mas d e l  t r a c t o  i n t e s t i n a l  d e l  c a r a c o i ,  h a b i  en do s i d o  d i g e r i d a
p r x n c i p n l m e n t o  l a  p a r t e  m a t r i z  a m o r f a  de g l u c a n o , ( C o te s  1 y 2 )
1 8 8 .
Banli in m n  y n o n n o r  ( 1 9 5 9 )  o b t u u i  n r o n  p r n t o p l  a s i ) s  He 
N n u r  n a p a r  "i e r a  a a a onip l  nanr lo  e n z i m a s  He c a r o c o ] .  en c u n i l i ' i n n e s  
c ia m ' t i . e a s  a d e c u a d a s ,  Reyes  y L a h o z  ( 1 9 7 6 )  o b t u w i e r o n  p n t n p l a ^  
t n s  de Ni :S-i reapora c r a s s a  con su s  p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c à . .  A q u i  
h emo s co in| r r  o 11 a i1 ' ' que  l a  p r  o du c c i  on 11 e p r o t o p l a s t o s  es Iv c o n s ^  
c u f ' n c i n  t ie]  n r  a do do l i s i s  quo s u F r e  l a  p a r e i l  p o r  s us p ' o p i a s  
e n z i m a s  I ' t l c a s .  A n a l o g a m e n t e  Mann cl i a y C o l v i n  ( 1 9 6 7 )  e . t u d i a -  
r o n  quo 1 is  [ i a r e d e s  do N ourt^i spo r  a o r  as s a s e a t a c a b a n  po' e nz i " *  
mas d e l  c i r a c o l  y ya  f inchmann y D o n n e r  ( 1959)  h a l i i a n  o b . e n i d o  
p r o t o p l a s t o s  do e s t e  hongo  e m p le a n d o  e s t a s  e n z i m a s  como y a an­
t e s  homos i n r l i c a f l o .
Lc: c a n t l  dad de p r o t o p l a s t o s  o b t e n i  dos p o r  mg. de pe­
so soCO do m i c e l i o  Fuo 6 , 5  . 1 0
l l t r o  He I n s  h o n g o s  e s t u r l i a d o s ,  e l  A s p e r g i l l u s  n i  du—  
I a n s ,  a l c a n z .o  un a l  t o  g r a d o  rie a u t o l i s i s ,  s i  en tin de un ^ 5 /  a -  
I n s  70 r t '  -'s de i n c u l t a c i r a i .
La  q u i t i n a s a ,  |3- 1 , 3  g l u c a n a s a  c i n v e r t a s a ,  Ftr-ron —  
l a s  e n z i ma", rnio ten f an  m a y o r  a c t i v i d a d  e s p e c ' F i c a  on el p r e c i -  
pltailo n ro ti .ftii CO tJcl I'riuiilo do culti'/n rvip 3 8 6 , 5  , 3 4 *, 3 , —
y 4 1 2 , 7  m U / m q  tie prote'na:;. Cl p r e c i p i  tarin p r o t o  m i  co ral ex 
t r a c t o  dc m i c e l i o  conten.'a m ' s  e n z i m a s  I r t i c a s  y en c o ^ ^ n t r a — 
ciriqes c,uperir'r e a  a l a s  i;lel l'r|uido de culti\/o, comri If ncurrr! 
a la c e l u l a s a  f.iie s o  c n c u e n t r  i on cnncentraciorie: 4 , 0  /eces -
m ' s  a l t a  (Ta.l.'la X) .
189,
La l i s i s  dm l a s  p a r e d e s  j o v e n e s  de l  A s p e r p i l l u s  n i d u  
l a n s  f u é  dn un 5 2 , 8 /  en p a r e d e s  de 3 d ' a s  y de un 2 2 , 4 /  en p a -  
r e d e s  de 63 d f a s ,  l i s a n d o s e  l a s  p a r e d e s  j o v e n e s  2 ,4  v o c e s  mas 
cjUB l a s  p a r e d e s  v i e j a s .  La l i b e r a c i o n  de m o l e c u l e s  de N - a c e t i l
g j . u c o s a rn in a  y g] u c n s a  de l a s  p a r e d e s  de e s t e  hongo p o r  l a   -------
a c c i o n  l i t i c a  de l a s  e n z i m a s , e s t a  en r e l a c i o n  con l a s  a c t i v i -  
d a ries g u i t i n a s i c a  y { 3 - 1 , 3  g l u c a n a s i c a  a n t e s  i n d i c a d a ,  l i h e r ' n -  
dosc  c a n t i d a d e s  de N—a c e t i l g l u c e s a m i n o  a l  go m a y o re s  que  l a s  'do 
g l u c o s a  e x c e p t a  en l a  m u e s t r a  de 4 d ' a s  ( T a b l a  I X ) .
I lay que d e s t a c a r  (]ue aun que  en p e g u e n a  c a n t i r l a d  t a m -  
b i o n  se d n t o c t o  a c t  i  \/ i  d a d oc— 1 , 3  g l u c a n a s i c a  en e l  l i q u i d e  de — 
c u l t i  v o .
No se e n c u e n t r a  a c t i v i d a d  g u i t i n a s i c a  en l a s  e n z im a s  
i f t i c a s  r e t e n i d a s  p o r  l a s  p a r e d e s  de 3 d i a s  de A s p o r t ]  i l  l u s  n i -  
d u l  ans y l a  a c t i v i d a d  p~ 1 , 3  g l u c a n a s i c a  r e t e n i d a  f u r '  de 8 , 2  mil 
p o r  mg. tie p a r e d o s ,  P r o b a b l e m e n t e  d e b i d o  a e s t o  no se  d o t e c t o  
a c t i \ / i t l a d  l ' t i c a  o n d o g c n a .  P o l a c h e c k  y R o s e n h e r g o r  ( 1 9 7 5 )  p o r  
e l  c o n t r a r i o  e n c o n t r a r o n  e n z i m a s  a u t o l f t i c a s  en l a s  p a r e d e s  de 
l a s  l i i P a s  d e l  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s , su p r e s e n c i a  l o  d e m n s t r a —  
r u n ,  e s t u i l i a n d o  l o s  p r o r i u c t o s  que se l i b e r a h a n  rie l a s  p a r e d e s ,  
a l  i n c u b e r  e s t a s  on tam po n  de f o s F a t n ,
Pn l a  r é v i s i o n  b i b l i o g r a f i c a  l l e v a d a  a cabo  p a r a  l a  
r o a l i z a c i o n  de e s t e  t r a h a j n ,  nada  se ha e n c o n t r a d o  s o b r e  l a  — 
e s t r u c t u r a  de l a  p a r e d  d e l  A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s . N o s o t r o s  h e -
190.
mil." en r:i I n r  a I |r I un e s p e e i. a e 1.11 , i r  ce inh ie  de t i c t r u  n tu  r  n , f n l e  f ,n— 
t e p r e r ' e  I ,  de pnret lee,  no s o i n e t i d e s  a l e  a e c l o n  l ' i . i c a  de l a s  
e n z i m a s ,  ' e pued e  n l i s e r v e r  una t r a m a  de rni c r u  F i b r i  11 as r|UB d e -  
s a p e r e e e  despu es  de s e r  a t a c a d a s  l a s  p a r e d e s  e n z i m a t i c a m e n t e , 
( F n t o  ?)  a d g u i r i e n d o  un a s p e d m  mas g r a n u l a r  y c o m p a c t e ,  cnn -  
a l g u n o s  p o r e s  u o gu e r la de s  de l i s i s .  F s t n  l o  i n  t c r p r e t a m o s  como 
una c o n s e c u e n c l a l o g i c a  d e l  m ayo r  a t  a g u e de l a s  m i c r o F i b r i l 1  as 
de g u l t J . n a ,  r| i in de l a  m a t r i z  de g l u c a n o ,  c o m p a r a b l e  p o r  l o  n b -  
t e n i f l o  p o r  T m y  y Ko F FI  o r  ( 1 9 6 8 )  p a r a  e l  P e n i  c i  11 i  um c l'i r  y s o 13 e -  
num como ya se i n d i c o  a n t c r i o r m e n t e .
P c b e r d y  y G ib s o n  ( 1 ^ 7 1 )  n b t u v i e r o n  p r o t o p l a s t o s  de -  
i. s p e r  g i  11 u'\ n i d  u I a n ' ; con e n z i m a s  ] 1  t i e n s  rie un G t r e p h o m y c e s  RA. 
A n a lo g ,  imonl.o a l o  ries c r i  t e  p o r  e s t e s  a u t o r e s ,  n o s o t r o s  compron  
l.iarnos ciue p r i r n e r a m e n t e  o c u r r e  l a  s a l  i  ria de p r o t o p l a s t o s  pegurm 
Fins y no v a c u n l  ados  y mas t a r d e  ^ l a  s n l i d a  de p r o t o p l a s t o s  mas 
graniles y con \ / a c u o l a s .  ( F i g u r a s
81 nurnr.’ r o  de p r o t o p l a s t o s  p r n r l u c i d o s  p o r  mg. rie peso
seco  rie mlersl  i o ,  Fue rie . 1(/'.
E l  p o l y s t i  c t u s  v e r s i  c o l o r  p r o s o n  ta  un c r e c i m i e n t o  —  
l e n t o ,  e m p oza nd"  l a  a u t e l  i  s i  .s e n t r e  o l  s e x t o  y s é p t i m o  d f a  de 
i  n cuba c i  on r F l  g ra r lo  de a u t o l i s i s  a l c a n z a i l o  a lo.s 63 d ' a s  rie -  
.i n c u b a c i  ' n  Fue rin un 7 6 / ,  aungue  a p a r t i r  de l o s  21 r l ' a s  de —  
c r  e r ; i  rn.i rm t o  e l n e s n .seco l 'r ] m i c e l i o  p e r  m a n e c i. a p . r a c t i  cam ente
c o n s t a n t e  ( P i g .  X U I I l ) .
191,
En e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e i n i c o  p r o c é d a n t e  d e l  i f q u i d o  
de c u l t i v e ,  to d a s  l a s  en z im a s  a n a l i z a d a s  p r e s e n t a r o n  a c t i v i —  
d ad .  La p - 1 , 3  g lu c a n a s a ,  i n v e r t a s a  y a m i l a s a ,  m o s tr a r o n  l a s  -  
a c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a s  mas a l t a s  con 1 1 5 7 ,2  , 1 6 5 7 ,2  ,  4 0 7 ,2  
mU/mg. de p r o t e i n a  r e s p e c t i v a m e n t e  ( t a b l a  X I I l ) .
P a r e d e s  jo v e n e s  de e s t e  hongo ( 4  d f a s )  a l c a n z a r o n  un 
g ra d o  de l i s i s  de un 5 6 ,3 % ,  p a r e d e s  de 7 d fa s  (c o m ie n z o  de l a  
a u t o l i s i s  d e l  m i c e l i o )  se l i s a b a n  en un 2 6 ,7 %  y p a r e d e s  de 63 
d fa s  en un 7 ,7 % .  Cqmparados e s to s  r e s u l t a d o s ,  p a r e c e n  i n d i c a r  
que a l o s  4 d fa s  qe c r e c i m i e n t o  l a  c o m p o s ic io n  de l a s  p a r e d e s  
de e s t e  hongo t i e n e  una p a r t e  mas a t a c a b l e  o t o d a v f a  l a  p a r e d  
no e s t a  c o m p le ta m e n te  fo r m a d a ;  l a s  p a r e d e s  de 7 d fa s  se a ta c a n  
l a  m i t a d  que l a s  a n t e r i o r e s  y en l a s  p a r e d e s  de 63 d fa s  l a  ma­
y o r  p a r t e  a t a c a b l e  de l a  p a r e d  ha d e b id o  l i s a r s e  d u r a n t e  e l  —  
p ro c e s o  a u t o l f t i c o  d e l  m i c e l i o  d e l  que p rq ce d e n  ( t a b l a  X I ) .
Las p a r e d e s  de e s t e  hongo no p r e s e n t a n  a c t i v i d a d  i f -  
t i c a  e n d o g e n a ,  p ro b a b le g ie n te  d e b id o  a l a  b a j a  a c t i v i d a d  r e t e n i  
da p o r  mg. de p a r e d  ( t a b l a  X I I ) .  La b a j a  o n u l  a c o n c e n t r a c i ô n  
de N - a c e t i l g lu c o s a m in e ,  d e t e r m in a d a  en l o s  h i d r o l i z a d o s  de l a s  
p a r e d e s ,  a s f  como l a  a l t a  c o n c e n t r a c i é n  de g lu c o s a ,  i n d i c a n  —  
que hay d i s o l u c i ô n  p r e f e r e n t e  de a lg u n  g lu c a n o .
Al m ic r o s c o p io  e l e c t r é n i c o  l a  e s t r u c t u r a  de l a  p a r e d  
de P ô l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r  a n t e s  de s e r  s o m e t id a  a l a  a c c io n  de
192.
I f ’ '-, nnz'i.i im:- 1  f t i  c f . q , p rcc .nn  t c  i in a ' - .pocto muy cornu j  on t u  a.l 'Ic -  
1 UÇ p n r u i ' u n  rjn Neur '  c p u r n  e r n e 3 a ( c u i n p n r u r  F o t u r j r a r f a s  1 de —  
Nuurn. '-pu r  I o r  nsr-.-n oou 1 du Px'.l y s t i  c t u s  \ / o r s i c n . l n r ) uqux  n l i t o n ^  
I I f io , y l a c  n b t c n i . r l u n  p u r  Runuclu ' i  y C o l \ / x n  ( 1 9 6 7 ) ,  DucpuGS rJe — 
c u r  t r a t a i l r i n  d u r a n t e  4.9 l i u r u s  con cuo  e n z i m c c  I ' t i c e c ,  on es—
t a s  p G r  o d e r. a p u r u c u  una e s t r u c t u r a  muy I x m p x a  de m x c r o r i d r i ------
1 .1. as o n t r n c r u z a d n s  p u s i h ]  cmomte de q u i t i n a ,  y  a que  nu se ho ejn 
c u n t r a d u  r i -  ’ c u t  i  .1. g 1 u o o s e m i  n a un l u s  h i d r o l i z a d o s .  E s t a  B s t n . i c -
t u r a  es acm u j  .ante a 1 .a de [ I u u r u s  p o r  -'i c r  a s s a , p u e t  a dn m an i ------
r i  e s t a  pu r  11 an u ch a y C o l v i n  ( 1 9 6 7 ) ,  a l  s u m e t e r  l a s  p a r e d e s  dn 
e s t e  l i u ngu  y a t r a t a d a s  con c n z i m a  de c a r a c o i ,  a l a  a c c i o n  de 
1 t r i p  s i  n a . N u .au t rus  punsam os  u.ue ac|ux p ued e  o c u r r i r  un eFec -  
t o  sum n j . - 'n to  y a quEr e l  P o l  y s t i  c t u s  v e r s i c o l o r  en l a s  con d i e  i n ­
n és  o s t u d i n d a s  [ i r n r l u c o  una g r a n  c a n t i d a d  de e n z i m a s  p r u t e o l x t 1_ 
cas  ( R o y u s ,  E o r n a n d c z  y R o d r i g u e z ,  1 9 6 9 ) ,  que  j u n t o  con l a s  d_e 
mao un z i  ma. s 1  x t i  cas  e s t u d i a d a s  a c t u a n  s o b r e  l a  p a r e d  p o n ie x d o  
de man i  F i  us t u  1  -a e . o t r u c t u r  a r i o s c r i t a .
l 'n l a  p r o d u c c i u n  de p r o t o p l a s t o s  p o r  e l  P o l y s t i c t u - ,
5v r : r .- i  co 1 "  r , u.on un r u n d i n i i c n t o  de 1 ,5  . 1(V p r o t o p l a s t o s  p i r  -
mg. rlf’ p oou uco rlc m i c e l i o ,  se  o L i t o n i  in p r o t o p l a s t o s  de nuy -  
r I i  F e ro n  t u  tamadn y c u n t e n i  du ( F i  g u r  a s , 5,  7 ,  P, 9 ,  16 y 11) .  Fljj
ch.-is p r o t  i p l  .-^ s t o s  qu o d a h a n  d e n t r o  de l a s  h i  F a s ( F i g u r a o ,  2, 5,  
y 6 ) y o t r o '  como pogadnr;  a lo .s mi '’.mas ( C i g .  5 ) ,  como ya  h i h i a  
i nd t e a r ! "  .P t r i i n k  ( 1 ^ 6 6 ) .  Con F r u  eu en c i  a c.e oh s e r v o  l a  F u s io n  de 
p r o  t o p l  a.'-ti I ( F i g c l d ) .  dn Wr i  us y Mo s.sel  s  ( 1 9 7  5) t n m h i u n  h m -  
u, l.t t. u n i  du p r  ' ' t o p  1 s sla île c o t e  hongo  cciii cnz.im.s."i 1 .{1 1 c ' ' s i l r  T r  .i
1 9 3 ,
chcidormn \ / i r i d e .
En A a j : c r  g i  .1. .1 u s n i  p e r  y cn l a s  c o n r l i  c i n n c r .  e s t u d i a d a s  
e l  p r e c n s o  a u t o l f t i c o  e m p ie z a  a l o o  5 d i e s  de i n c u t i a c i n n ,  l l e -  
gondo  a l o s  49 d f a o  a un g r a d e  de l i s i s  rJe un 5 d / ,  e s t a b l o  i n ­
d é f i n i  r lnmen te  con  eJ. t iempc) de i n c u b a c i o n  .
La m n y o r i n  de l a s  e n z i m a s  i f t i c a s  a n a l i z a i i a s  en e l  
p r e c i p i t a d o  p r o t e i n i c o  d e l  1 f g u i  do de c u l t i v e ,  o p r e s e n t a b a n  -  
a c t i v i d a d e s  e s p c c f f i c a s  muy b a j a s ,  o no p r e s e n t a b a n  a c t i \ / i i l a d  
a e xce p  c i o n  de l a  ^ - 1 , 3  g l u c a n a s a  y l a  p o l i g a l a c t u r n n i d a s a  que 
p r é s e n t a i ' e n  a c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a s  di 1739,4 y 2 2 2 ,1  inU/mg de -  
p r o t e f n a  r e s p e c t i v f i m e n t e .  En e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  se e n c o n —  
t r a r o n  m ayo r  num éro  de e n z i m a s  y con a c t i v i  dad os  e s p e c f f i c a s  -  
mas a l t o s ,  e x c e p t e  p a r a  l a  p - 1 , 3  g l u c a n a s a  ( T a b l a  X \ / l ) .
Lo s  g r a d e s  de l i s i s  de l a s  p a r e d e s  de l a s  r.li f e r  e n t e s  
e d a d e s ,  se d e t o r m i n n r o n  h a s t a  l a s  4 8  h e r a s  de h i d r o l i s i s  ( v e r  
r e s u l t a d o s )  ya  que h i d r o l i z a d o s  mas v i e j o s  se c o n t a m i n a h a n  s i s  
t e m a t i  camen t e  p o s e  a l a  c o n c o n t r  a c i o n  de a z i d a  s o d i c a .  P rac t i - ^ *  
ca m e n te  a l a s  48 h o r a s  l a  h i d r o l i s i s  f u e  i g u f i l  p a r a  p a r e d e s  j o  
v e n e s  y v i e j a s ,  s i e n d o  de un 2 4 , 3 /  p a r a  p a r e d e s  d o 3 d f a s  y do 
un 1 8 , 5 /  p a r a  p a r e d e s  de 6 3 d f a s .
Los  a n a l i s i s  de f j - a c e t i l g l  u c o s a m i n a  y g l u c o s a  cn l o s
h i d r o l i z a d o s  de p a r e d  de 3 d f a s ,  i n d i c a n  que e l  0 , 8 /  de l a  pa ­
r e i l  h i d r o l i z a d a  f u o  |u i  t  i  n n y e l  1 4 , 0 /  f u é  g l u c a n o .  E l  r e s t e  -
194,
h a r . t n  o l  t o t a l  rJo] 2 4 , 3 /  rIn l a  p a r e d  h i d r o l i z a d a  f u e r o n  o l i g n -  
o a c a r i d o o  o p o 1 i o a c a r i d o o  o o l u b l n s  ya  rit io e l  t o t a l  tie c a r b o h i -  
d r n ' t o o  a n a l i z a d a s  r e p r é s e n t a  e l  2 4 , 7 /  de l a  p a r e r l .
l..as p e r o d e s  de e s t e  hongo tam p o c o  p r e s e n t a n  a c t i v i —  
dad i f  t i c  a on' . logon a ,  ya  rpie corno on o t r o s  c a s e s  r e t i e n e n  p o c a  
a c t i v i  [ lad on.: i.ma t i  ca p o r  mg. do p a r e d  ( T a b l a  X \ / l ) .
t n  l a  I j I  h l i o g r a r f a  e x i s t a n t e  no hemes e n c o n t r a d o  na ­
da o c o r c a  do .1 :■ n i t  r o e  s t r u c t u r a  de l a s  p a r e d e s  do A s p e r g i l l u s  
n i r , e r , p o r e  c l  a s p e c t o  que p r e s e n t a n  l a s  f ia re( .1es a n t e s  y d o s —  
p ue s  rie s o r  s o m o t i  r.l a s a l a  a c c i t ' n  i f t i c a  do l? is  e n z i m a s ,  es 
c o m p a r a b l e  a l e  o b s e r v a d o  p o r  n o s o t r o s  en A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s  
r l e s a p a r e c i o n t l o  p a r t e  de l a  e s t r u c t u r a  de m i c r o T i b r i i  1  as y ap_a 
r e c i e n d o  una  e s t r u c t u r a  mas g r a n u l a r  y con  p u n t o s  de a t a q u e  —  
( Fo t o g r  a F f a  s 1 y .
P r o t o p l a s t o s  de A s p e r g i l l u s  n i q e r  , h a b f a n  s i d o  obt_e 
n i i l o s  p o r  Ruo i . l  ko va y r o n d  (1 9 6 6  y I 9 6 0 )  y f i j a d a s  l a s  c a n d i -  
c i o n e . "  l ie r o q u e r  i m i  e i t ' o s  y m ayo r  p r o d u c c i i ' n  . O i g u i  on do e s t e  -  
t  r  h a j  o y t imrtl  oan t k; ..Las p r  ' ip i  a s e n z im a s  1 r  t  i  c a :. d Et ]. i i o n g o ,  e l  
r o n d i m . i o n t ' i  i lo probopl .■istos Fuo de 1 ,5  . 10 '  p r i t  trig « eIe! peso  seco  
d e l  m i c e l i o ,  l a  s u d  o s t f  on r e l a c i o n  con  l o s  o b t e n i d o s  p o r  o£  
t n s  a u t o r e s .  romn p ued n  n h s e r v . ' . r s e  ( F i g u r a s  rie l a  1 a l a  6 ) a l ­
gun o s  p r e s e n t a n  o|r on t lo.'.; v a c u o l e s  y o t r è s  p u r  o l  c 11 n t  r  r  i  o al.turi 
d a n t e  con t o n i  tlo c i  t o p l a s m a  t i c o .
195,
n .  S c h i z o p h y l 1um commune en l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i  —  
t a s ,  c r e c R  y so  a u t o l i z o  muy l o n t a m e n t e ,  E l  c o m ie n z o  de l a  au­
t o l i s i s  o c u r r e  e n t r e  l e s  1 1  y 1 2  d f a s  do i n c u b a c i o n  , s i e n d o  -  
e l  g r a d o  de a u t o l i s i s  a l c a n z a d o  a l o s  63 d f a s  de un 3 6 / ,  E u l t i ^  
v o s  e n v e j e c i d o s  de lEIfl a 1 2 ( 1  d fas  p r e s e n t a r o n  un g r a d o  de a u t o ­
l i s i s  e s t  a b l  e de un 6(1/.  Las  e n z im a s  i f t i c a s  de e s t e  hongo se 
n b t u v i e r o n  a p a r t i r  de e s t o s  c u l t i v o s  de 1 2 0  d f a s  ya que on —  
c u l t i v o s  do 70 c i ras a pe nas  h a b f a  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o .
Como p u e d e  v e r s e  en l a  t a b l a  XX se e n c o n t r e  g r a n  a c ­
t i v i d a d  o s p e c f r i c a  p a r a  mùchas de l a s  e n z i m a s  e s t u d i a d a s ,  s i e ^  
do e s t a  c a s i  s i e m p r e  mas a l t a  en e l  e x t r a c t o  de m i c e l i o  r]ue en 
e l  i f g u i d e  de c u l t i v o .  En ambos se d e t e c t o  a c t i v i d a r i  " ^ - 1 , 3  —  
g l u c a n a s i c a .  No se d e t e c t o  q u i t i n a s a  y l a  j S - N - a c e t i l  g l u c o s a m i -  
n i d a s a  p r e s e n t o  a c t i v i d a d e s  d e 1 6 , 9  y 0 ,1  mU/mg de p r o t e f n a  r e ^  
p e c t i v a m e n t e
La l i s i s  de l a s  p a r e d e s  de s p u e s  de 120 h o r a s  de incu i  
b a c i o n  Fué muy u n i F o r m e  p a r a  t o d a s  l a ,  m u e s t r a a  a n a l i z a d a s ,  —  
s i e n d o  l a  m e d ia  de un 4 0 / .  S i f l a m e n t e  e l  1 0 /  de l a s  p a r e d e s  h i -  
d r n l i z a d a s  Fué d e t e r m i n a d o  como a z u c a r e s ,  o l i g o s a c é r i d o  s o p o ­
l i s a c a r i  dos s o l u b l e s .  E l  o t r o  3 0 /  no pudo s e r  d e t e r m i n a d o .
La l i s i s  en d o g e n a  de l a s  p a r e d e s  Fué t a m b i é n  a l r e d e -  
d o r  de un 4 0 /  en t o d a s  l a s  m u e s t r a s  a n a l i z a d a s  d e s p u é s  de 120 
h o r a s  de i n c u b a c i o n .
196 .
La t il. L rac is  t r u c L . u r o  dn l a s  p a r n d e s  d n l  3 ch i. z n f i h y l  1 urn 
ccminunn, nu su F ro  un g r a n  c r .mbiu  a l  s u r  t r a t a d a s  con  sus  p r o —  
p i n s  cn z i  mas l i t i c a s .  I l u n s . l c y  y B u r n n t t  ( 1 9 7 0 )  e n c o n t r a r o n  que 
o l  t r a t a m i o n t o  cnn l a m i n a r i n a s a ,  p r  o n a s a o r iu i  t i n a s a ,  no p r o d u  
Cl  a n i n g u n  ca in l i io  a p r o c i a h l o  en l a  p a r e d  de e s t e  h o n g o , s a l v o  
que r e d u c ' a  l a  c l a r i  dad de l a s  c u a t r o  c a p a s  que Forman l a  p a —  
r o d .  M e s s o i s  ( 1 9 6 5 )  d o m o s t r o  que  en l a s  p a r e d e s  dc e s t e  h o n g o ,  
hay  un 5 -  g l  u c a n o , «X.-1 , 3  g l u c a n o  (Oacon y c o l a b .  , I 9 6 0 )  r]ue re_
c u b r e  l a  p a r t e  e x t e r i o r  de l a  h i F a  y h a s t a  que b s t e  no es e x—  
t r a i r l f )  cun  KO11, l a  | . iarod no se  a t a c a  p o r  l a m i n a r i n a s a ,  r | u i t i n a _  
r;o,  e t c .  [‘ n n u u s t r o  caoo e n c o n t r a m e s  en ambos p r e c i p i t a d o s  —  
p r o t e ' n i  eu s a s '  como en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 7 d ' a s ,  a c t i ­
v i  de ri c < - l , 5  g l u c a n a s i c a  ( T a b l a  X I X ) .  E s t a  c n z im a  ou fk iu b  en - -  
c n n c c n t  r  a u i  one  s pcqucnn .s ,  d e s n u e s  de 1 2 0  h o r a s  de a ta ,  |ue pu e d e  
p r o  d u f : i  r  a l  gun e F e c t  o l ' t . i e o .  A s '  en l a  F o t o g r a F i a  2 podemos -  
v e r  como agu p ^ ru s  r e d o n 'J o s ,  no p r o F u n d o s ,  s i e n d o  e s t a  e s t r u c t u  
r'"I cum|)or  t b l e  a l a  o b t n n i d a  p o r  I l u n s l e y  y O a r n e t t  ( 1 9 7 0 ) ,  d e s ­
p u '•'• que 1 as p a re d e s .  d e l  S c h i  z n p h y l l  um commune, h a b ' a n  s i d o  —  
t r a t a d a s  o o n KOll y s u m e t i r l a s  a l a  a c c i o n  i f t i c a  do d i F e r o n t t i s  
e n z im a s  cumn y a I temo - : i n d i  ca r lo .
0  r  t.i t o p  1 a .s t ' i  r: rie e s t  r; h n n g u ban s i  du o b t  en i  do s p u r  de 
i / r i e . s  y Mes.", c l  .s ( l 9 7 ? )  cun en z i.ma s l i t i c a s  de T r i  cho derma v i  r i  
de .  I te; p r  111( I p i  as t n  ;; ol 11. en i  dus p u r  n o s o t r t i s  a p i a r t i r  de e s t e  
hongo  con su s  p r o p i a s  e n z i m a s ,  ; i r  e .s e n t  a n un a s p e c t o  c o m p a r a b l e  
a It i .s obtun.1 t lo,". p u r  t i s t n ; ;  i o ; / n s t i g a d o r R 3  ( F i g u r a s ,  1 a l a  0 ) ,
197 .
n b s e r v a n d t i s g  mu cl m s  de e l l e s  r l e n t r n  de l e s  h i  F e s ( F i g u r e s  1, 2,
5 ,  4 . y 5)  o l i b r e s  eh e l m ed io  ( F i g u r e s  6 , 7 , y R ) .  E s t e s  p r o t e -  
p l  e s t e s  son de d i F e r e n t e s  te m e n o s  y p r e s e n t a n  e b u n d e n t e  c o n t e n i ^  
do c i t o p l e s m é t i c o .
E l  num éro  de p r o t o p l a s t o s  p r o d u c i d o  p o r  mg. de peso  -  
seco  Fué de 1 , 2  . IFI'^.
E l  Mu c o r  mucedo s u F r e  una a u t o l i s i s  r a p i d e ,  11 eg on 'lo 
a s e r  e l g r a d o  de l i s i s  a l o s  14 d i a s  de un 4 5 , 6 /  y a l o s  2(1 -  
d i a s  de un 5 0 / ,  m n n t e n i é n d o s e  e s t e  v a l o r  i n d e F i n i d a m e n t e  c e n s —  
t a n t e  con e l  t i e m p o  de i n c u b a c i o n .
E s t e  h o n g o ,  en e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e i n i c o  d e l  e x t r a c t o  
de m i c e l i o ,  s o l o  p r é s e n t a  a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  de ^  - N - a c e t i l —  
g l u c o s a m i n i d e s a  y e m i l a s a ,  6 0 , 0  y 3 2 0 ,0  rnU/mq de p r o t e f n a  r  e s—  
p e c t i v a m e n t e ;  t a m b i é n  en e s t e  p r e c i p i t a d o  se e n c o n t r a r o n  i  n d i  —  
c i o s  de F o s F e t e s e  é c i d a .  En e l  p r e c i p i t a d o  d e l  i f r j u i d o  de c u l t i  
vo ademés de i n d i c i o s  de F o s F a t a s a  é c i d a ,  se e n c o n t r a r o n :  ^ - 1 , 3  
g l u c a n a s a  (4 0 0  rn l l /m g ) ,  d e x t r a n a s a  (60  m l i /m g ) ,  j8 - 1 , 6  g l u c a n a s a  -  
( 2 1 5 , 3  mU/ing) y a m i l a s a  ( 1 ,9  ü / m g ) ,  s i e n d o  e s t a  c n z im a  l a  que -  
sn e n c u e n t r a  en c a n t i d a d e s  m a y o r e s  t a n t  o en o l  1 f q u i  do como en 
e l  m i c e l i o .
Todas  e s t a s  e n z i m a s  i f t i c a s  a n t e s  i n d i c a d n s  p r e s e n t a n  
a c t i v i d a d  en l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s  de 4 d f a s ,  q u e d an do  ademés — 
r e t e n i d a s  en e s t a s  p a r a d e s ,  e n z i m a s  que no ban s i d o  d e t o c t a d a s
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en I n s  ( i r e n i p  j. ta i Jos  p i ’ c i t e f n i c o r  como n o n :  i n \ / o r t a o a ,  c n l u - l o c a ,
y p r i l i n a l ,  ao h i i r u n  ! l ’o s a .
!'.l n r a d o  dn l i s i s  dn ] a p a r e d  d nsp i ié o  de 1 2 0  h o r a s  do
ntaru.ir; e n z i m a t i c o ,  Fun dn i in 1 5 , 6 /  p a r a  p a r e d e s  dc 4 d ' a c  y dc
lin 1 1 , 5 /  l ' o r a  la : -  domas p a r n d n : i  ( T a b l a  X X l ) .
t a  a c t i v i d a d  l i t i c a  o n d o g e n n  dc l a s  p a r e d e s  j o v e n e s  -  
p r o d i j c e  : n i :' t a s  un p r  ado de  l i a i s  de un 1 0 , 5 / ,  m i e n t r a s  pue 
1 as p a r n d n : :  v i n j a : ' .  no p r e s e n t a n  a c t i v i d a d  e n d o g e n a .
p.-.r 1 a i  m [ 1 o r-. i h i l i  ri a d d e o h t  e n e r  F o t  o g r  a F i  a a o m h r  o —
riaa de p a r  min:-, j o v e n e s  s i n  a t a c a r  e n z i m a t i c a m e n t e ,  dc e s t e  h on ­
g n ,  no |indi:i i in.s h a c c r  un n s t u d i o  c o m p a r a t i v e  cornu con l a s  o t r a s  
n :.o n ci. o el arri en t  c piulninr ia c o m p o r a r  l a s  paredes .  a t a c a d a s  con 
1. n a T.-naiil t  o t e .  nier, en i  dos con r i t . ro  s a u t o r e s .
go|u: ; :  y c o l  ( Id p O )  , es t u  ri i a run i n  d e g r a d a c i o n  de l a s
p . - r n i lm ;  r lo i  F l i i co r  m m  son i anu:- p o r  un .‘ i t  r  c[i toiny r:ns , compar andi.i —
1 s u l  t r  t r i  I o ' tu r  .a r'o l a : ;  p a r  n r I e s a n t e s  y d c : p u o : ; rlr; s o m c t n r l  ar-
1 -I . - r j c io n  i f t i r :  1 ciel  m i  C r  On r  g an j  .smn , a p r o c ia n d ü . ' . e  c 1 a r  .s m n n t  n
n i  c.-imbio l in n: . i : r  u c t u  r  a,. La.a oarei. lr j .s rlrrl F luçer  mucedo | i r  nson  t a n
t . ' i t i h io n  I i r  no - ; de a,t.-.pue en m anor  p r  o p o r  c i. o n r|un e s t a s .  F r r  t n i -
c k i - F a r c f  o y i ü n i c - r ; ; , , ! ,  ( l ' i G l ) ,  0 r  t n i  c l ' . i -G  a r  c f  r  y Roy es ( i 9 6 0 ) ,
c s t i i d i -  n lr, l a s  |i;-)-ndc::; fin l as l i i F a s  y dn les.  c . s p o m n g ié F r . , r o a  —
fini  il  u c o r  T' i j x i i ,  en n i n t r  .--r on r i i  Fo r  r’ r r c i  as e n t r e  1 r’ s sue f T  F .1 ci. o :; 
e x t e r n  .a n i n t . n r n '  . I _ o r - l . r u c ' t u r  a rie l a  n . r  e r I iRrl i l u n o r  mue e d n .
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r e ç u e r d o  l a  de l a  c a r a  e x t e r n e ,  p e r o  con  m a c c u r c o s  de a t a q u e .
R a m i r e z - L e o n  y H u i z - M c r r e r a  ( 1 9 7 ? ) ,  o b t u v i . n r o n  p r n t n -  
p l a s t o G  d e ]  Mu c o r  r n u x . i i ; con l a s  c o n d i c i o n e s  d e s c r i b e s  p o r  e s ­
t o s  a u t o r e s  no se p r o d u j o r o n  p r o t o p l a s t o s  p a r a  e l  M ucor  m u c e d o . 
m  l a s  cnn d i  c i o n e s  ya  d e s c r i t a s  l a  p r o d u c c i o n  de p r o t o p l a s t o s  -  
f u é  e s c a s a  en l a s  p r i m e r a s  l i e r a s ,  l l e g a n d o s e  a o b t e n e r  e l  m a x i -  
mo r e n d i m i  e n t o  a l a s  24 h o r a s  de i n c u b a c i o n  ( 1,  /  . 1 M^ p r o t o p l  o_s 
t o s  p o r  mg. de peso  se co  de m i c e l i o ) .  Los  p r o t o p l a s t o s  p r o  d u c i -  
do s e r a n  muy t e n u e s . y  con poco  c o n t e n i d o  c i t o p l a s m o t i c o  ( f i g u - — 
r a s  3,  4 ,  5 ,  G ) ,  con f r e c u e n c i a  a l  r o m p e r s e  d e j a b a n  en l i b e r t a d  
v a c u o l e s  e s t a b l e s  en e l  m e d i o .
Comparandn t n d o s  l o s  r e s u l t a d o s  o b t e n i  do.s, podemos —  
v e r  que e x i s t e  una r e l a c i o n  e n t r e  e l  g r a d o  de a u t o l i s i s  a l  can za 
do p o r  ca d a  hongo  y e l  g r a d o  de l i s i s  nue  e x p e r i m e n t , an sus  p a r e  
ries a l  s e r  t r a t a d a s  con sua p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s .
En e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , ambos g r a d o s  son a r  o x i  m a 
dam en te  i g u a l e s .  En l o s  demas h o n g o s  e s t u d i a d o s  e l  g r a d o  dc l i -  
vsis a l c a n z a d o  p a r  sus  p a r e d e s  es men o r  a p r o x im a d a r n e n t e  en un —  
2 n /  t] u e e l  g r  a do de a u t u ]  i s i s  d e l  m i c e l i o ,  a e x c e p c i o n  d e l  Mu—  
c o r  mucedo , en e l  que e l  g r a d o  fie l i s i s  os mener en un 3 5 / .
Mur a n t e  e l  p r o c n s o  a u t o l i t i c o  cada  hongo p r o d u c d  l a s  
e n z im a s  n o c e s a r i a s ,  p a r a  su d e g r a d a c i o n  c e l u l a r .  Me t o  dos l o s
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I If ! nqo r, pr-v.un.iacJn:,;, M n i l r o o r n  c r  a 3 G fi 0 S eîI nue m ayo r  ntJrnoro de 
nnz i rnno  [ i r o d i i c o  y cnn l iop m oyn r  a n t i v i r J a d  e s p o o ' F i c a ,  s i o n i b  — 
p o r  f.'l c n n t r . ' r . i o  ol. Mu c o r  mijcnn'o ml do monor  p r o  d u c c i o n  .
Lo r i t i i  L.i.noon os nno nnz i rnn  quo n po r ,o r  do m o t o r  i ' n p l i _
cnrIn on -1 "  rir-qror'-'-’ c i o n  do ] o p o r e d  no om d e tF : c t o  i n y r o n ' Ieo mnn_
t i t L o f im s ,  y no Fun on c o n t r e  do n i  on S c h i  z o p h y l J  um commune n i  on 
Mu d o r  muf:' d o . t o  t o  e n z i  mo p r o  o o n t  o ou m a yo r  o c t i \ / i d o d  en Arp e r -  
p c r n i . 1 - l u r  n i ' l u l  o n s , con o c t i  v i  dodo s  e s p o c f  Fi c o s  de 3 8 6 , 5  y 1 Gri 
m i l /mg.  do p r o  t  o { n o r:n l o r .  p r o  c i  ( j i t  a dor. p r o t e f n i  cos  r ie l  i f c u i d o  
do c i j l  iri \/o y d e l  n x l . r o c t o  iJe m i c r r l i n  r e r s p e c t i v o m e n te .
M t r o  on:: 1 ( 0  ' l m | . t l i c e d o  t a m b i e n  cn l o  l i . s i s  dn l a s  pore_ 
r i e r .  rio muidio "- I inngc.'S, os 1 a j B - 1 , 0  g . l u c o n a s o ,  gum sn d e t e c t . i  on 
l . o i l i o -  l o -  p  r o c  i p i  t  o d '  I r: p r o t o i n i c o s  d n  l o r .  b on gos  e.s t u  d i  o r l n ,  —  
t o n  ■ 1 1 . ' •■■'C I. i \ / i  f l 'odcs osp no 1  F i  c- ' is. F.l h n c l io  dp J o o 1 1 a .act i  \/ i --
r.lod p ro - ' r :n  1,. rio p u r  !;.-i c n : : im ; ' ,  j u n t o  co n  o t r a s  do tc ;c ta r l .as  on -  
l o r ;  p r o c  Ip, i t;a':i '.' ' p r o  l o f r i i  c'-'r;, p ued o  t o n e r  un p o s i b l n  i n t e r o s  in_ 
■'u.' t r i  ■] .
M o  t f . i r ' , ;  -; 1 - O' ,  o s  t u r l i  . p o n s ,  l a . s  c n z i m a . s  g u n  p r e s m n l c n  r i i . a  
y o r  : ^ c t i  v l , I.- I 1 '  1,1 c -  ' i n  .1 o s  d e l  0 o n i  c i .11 i u r n  o x o l i  c u m ,  l o  i i a l
n  I s o l o  s o  m  n i r i n s t ' i  o n  J o  l i s i s  r i o  s u n  p r o p i a s  p a r e  d  m s ,  s i  n o
o n  1 d e g r  a r t "  c i o n  p r o r i u c i d a  [ i n r  r o s t e r ,  e n z i m - s s ,  r . o b r o  1 a  s  p e r n —  
r l n s  f i r ;  I ' o .  r l e m a . s  l l O |  i i i e  r  .
L o r  c. rub i l l . "  I ' s t r u c  l . u r  o l  m  gun  e x p é r i m e n t a "  l a  pa red  co
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l u l a r ,  dur.'in i'.G  l a  h i d r o l i s i s  con sus  e n z i m a s  l i t i c o s ,  o c u r r c n  ~ 
de m n n e ra  e s p e c t a c u l a r  on P e n i  c i  1 1 iu m  o x a l i c u m , con I s  a p a r i ^ —  
c i o n  rie g r a n d e s  p o r o s  u o r iu ed ade s  on l a s  m i c r o f i h r i  11 as d o l  r e ­
t f c u l o .  Fn N o u r o s p o r a  c r a s s a  y P ô l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r  l e  o s —  
t r u c t u r a  se  hace  mas ospr.n j o s a  y F i b r i l a r  d e s p u é s  d o l  a t  a g u e on 
z i m a t i c D .  T a n t e  en A s p e r  g i  11 u s n i  d u 1 n s cono  on A s p e r g i l l u s  n i -  
g e r , l a  t r a m a  de m i c r o F i b r i l l a s  d e s a p a r o c e ,  aunque  on men n s gr_a 
riü on e s t e  u l t i m e ,  Fn S c l i i z n p h y l l u m  commune, o l  a t a q u e  e n z i m é t ^  
co 30 m a n i F i o s t a  p o r  l a  a p a r i c i o n  de p e q u e h o s  p o r o s  y en M uco r  
mucedo p o r  l a  a p a r i c i o n  do s u r c o s  e n t r e  l a s  m i c r o F i b r i l l a s .
Fn t o d o s  l o s  h o n g o s  e s t u d i a d o s  , a l  t  r  a t  a r  o l  m i c e l i o  
j o v e n  de cada  uno cnn s u s ^ p r o p i a s  e n z i m a s  i f t i c a s ,  se p r o  ducen  
p r o t o p l a s t o s  con  un r e n d i m i e n t o  muy a n a l o g o  e n t r e  e l l e s .
M F /
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1 -  E n t r e  l a s  d i f e r e n t e s  e s p e c i e s  e s t u d i a d a s ,  e l  g r a d e  de a u t o
l i a i s  mas e l e v a d o ,  f u e  e l  a l c a n z a d o  p e r  P é n i c i l l i u m  o x a l i -
cum, s i e n d o  de un 93 %»
2 - E n  t o d o s  l e s  c as es  e s t u d i a d e s ,  l a s  a c t i v i d a d e s  e n z i m â t i c a s
v a l o r a d a S j  f u e r o n  s i e m p r e  m ay o re s  en e l  p r e c i p i t a d e  p r e t e i  
n i c e  d e l  l i q u i d e  de c u l t i v e ,  que en e l  d e l  e x t r a c t o  de mi ­
c e l l e ,  a e x c e p c i o n  d e l  S c h i z e p h y l l u m  cemunne,  en e l  que —  
o c u r r e  e l  case c o n t r a r i e ,
3 -  De t e d o s  l o s  hongos e s t u d i a d e s ,  N e u r e s p o r a  c r a s s a  es l a  —
que produce mayor numéro de enzimas y cen mas alta actiui- 
dad Bspecifica.
4 -  E n t r e  l a s  e n z i m a s d e t e c t a d a s  en e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e i n i c o
d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , l a  ^ - 1 , 3  g l u c a n a s a ,  p r e s e n t o  l a  
maxima a c t i v i d a d  e s p e c i f i c a ,  s i e n d o  de 9 1 9 , 0  mü/mg de p r o  
t e i n a .
5 -  En e l  p r e c i p i t a d o  p r o t é f n i c o  de N e u r o s p o r a  c r a s s a , l a s  a c -
t i v i d a d e s  e n z i m a t i c a s  mas e l e u a d a s  c o r r e s p e n d e n  a l a  i n v e r  
t a s a  y ^ - 1 , 3  g l u c a n a s a ,  con 2 , 8  y 2 , 2  U/mg de p r o t e f n a  r e s  
p e c t i v a m e n t e ,
6 -  En A s p e r g i l l u s  n i d u l a n s . l a  q u i t i n a s a  p r é s e n t é  una a c t i v i —
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dad de 3 8 6 , 9  mU/mg de p r o t e f n a ,  s i e n d o  e s t a  l a  a c t i v i d a d  -----
q u i t i n a s i c a  mas a l t a  o b t e n i d a ,  e n t r e  t o d o s  l o s  hongos e s t u -
d i a d o s ,
7 -  En e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o  d e l  P o l y s t i c t u s  v e r s i c o l o r , —
l a s  a c t i v i d a d e s  mas a l t a s  a l c a n z a d a s ,  f u e r o n  l a s  de l a  
P - 1 , 3  g l u c a n a s a  e i n v e r t a s a ,  s i e n d o  de 1 , 2  y 1 , 7  U/mg de —  
p r o t e f n a  r e s p e c t i v a m e n t e .
8 - E n  A s p e r g i l l u s  n i q e r , l a  maxima a c t i v i d a d  v a l o r a d a  en su - -
p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o , f u e  l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  ^ - 1 , 3  -  
g l u c a n a s a  con 1 ; 7  IJ/mg de p r o t e f n a , ,
9 -  En S c h i z o p h y l l u m  comunne.  l a  maxima a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  en
c o n t r a d a  en e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o  d e l  o x t r â o t o  de mi c e­
l l e ,  f u é  p a r a  l a  c e l u l a s a  con 1 , 2  U/mg de p r o t e f n a .
10 -  En e l  p r e c i p i t a d o  p r o t e f n i c o  d e l  i f q u i d o  de c u l t i v e  d e l  —
Mucor mucedo. l a  maxima a c t i v i d a d  e n z i m a t i c a  d e t e c t a d a  c o-  
r r e s p o n d i o  a l a  a m i l a s a ,  con 1 , 9  U/mg de p r o t e f n a .
11 -  Todos l o s  hongos o s t u d i a d o s  e x p e r i m e n t a r o n  l i s i s  de l a s  pa
r e d e s  c o l u l a r e s ,  a l  s e r  t r a t a d o s  con sus p r o p i a s  e nz i m a s  -  
i f t i c a s .
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12 -  La l i s i s  c e l u i a r  p r e s e n t a d a  f u i  s i e m p r e  mayor en l a s  p a r a ­
des j o v e n e s ,
13 -  De t o d o s  l o s  hongos e s t u d i a d o s  e l  que p r é s e n t é  e l  mayor —^
g r a d e  de l i s i s  de sus p a r e d e s  c e l u l a r e s ,  f u ê  e l  P e n i c i — -  
I l i u m  o x a l i c u m  con un 9 5 , 5  %,
14 -  Después de l a  h i d r o l i s i s  e n z i m a t i c a ,  l a s  p a r e d e s  c e l u l a r e s
de t o d o s  l o s  h on g o s ,  p r e s e n t a n  ca mbi os  e s t r u c t u r a l e s ,
15 -  E l  cambi o e s t r u c t u r a l  maxime o b s e r v a d o ,  f u ê  en l a s  p a r e d e s
d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m .
15 -  En c e r t e s  u l t r a f i n o s  de p a r e d e s  c e l u i  a r e s  j é v e n e s  de P é n i ­
c i l l i u m  o x a l i c u m , se l l e g a r o n  a o b s e r v a r  h a s t a  c i n c o  c apas  
en l a  e s t r u c t u r a  i n t e r n a  de l a  p a r e d .
17 -  De t o d a s  l a s  ca pa s c e l u l a r e s  que f o r ma n  p a r t e  de l a  e s t r u c
r a  i n t e r n a  de l a  p a r e d ,  l a  ca pa  e x t e r n a  f u ê  l a  mas r e s i s « a -  
t e n t e  a l  a t a q u e  e n z i m a t i c o .
18 -  En c o r t e s  u l t r a f i n o s  de m i c e l i o ,  se o b s e r v a  que d u r a n t e  e l
p r o c e s o  a u t o l i t i c o  d e l  P é n i c i l l i u m  o x a l i c u m , o c u r r e  un cam 
b i o  e s t r u c t u r a l ,  t a n t o  d e l  c o n t e n i d o  c i t o p l a m a t i c o  como de 
l a  p a r e d  c e l u l a r .
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19 -  En t o d o s  l o s  hongos e s t u d i a d o s ,  se han o b t e n i d o  p r o t o p l a s -
t o s  p o r  t r a t a m i e n t o  d e l  m i c e l i o  j o v e n  de cada uno de e l l o s  
con sus p r o p i a s  e n z i m a s  l i t i c a s ,  en c o n d i c i o n e s  o s m o t i c a s  
a d e c u a d a s .
20 -  E l  r e n d i m i e n t o  de p r o t o p l a s t o s  p r o d u c i d o s ,  f u ê  muy analo-»
go en t o d a s  l a s  e s p e c i e s  e s t u d i a d e s .
B I B L I O G R A F I A
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-  A i n s w o r t h ,  G . C .  ( 1 9 7 3 ) .  "The F u n g i " ,  v o l .  I V  A y I V  B. E d i t e d
by G . C .  A i n s w o r t h ,  F . K .  Sp a rr o w and A . S .  S u ss ma n. Ac ad emi c  --------
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